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Absorcion Fenomeno fisico que implica la difusién de masa en el que uno
0 mas componentes de una mezcla gaseosa se disuelven en
un liquido.

Adsorcion Fenomeno fisico, en donde un compuesto en fase liquida entra
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dispersién de London), este proceso no implica intercambio de
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RESUMEN

Esta investigacion evalué la capacidad fitorremediadora del girasol (Helianthus
annuus) en asociacion micorritica con el hongo Glomus intraradices en suelos
contaminados experimentalmente con plomo, utilizando concentraciones de 400,
800, 1200 y 1600 ppm en condiciones controladas en el Cusco.

Durante periodos de 40, 80 y 120 dias, se analizaron parametros biométricos de
crecimiento, el porcentaje de colonizacion micorritica y la absorcion de plomo
mediante Espectrometria de Absorcion Atomica, evaluando factores de
bioconcentracion y translocacion.

Los resultados indicaron que las micorrizas colonizaron en promedio menos del 50%
de las raices. Los factores de bioconcentracion y traslocacion fueron menores a
uno, lo que demuestra que los hongos reducen la migracion del metal hacia los
organos aéreos al atrapar una mayor cantidad en el sistema radicular. El analisis
estadistico mediante ANOVA multifactorial confirm6 que la asociacién influy6
significativamente en la remocion del plomo del suelo, asi como en su presencia en
raices y 6érganos aéreos, obteniendo los mejores niveles de remocion a los 40 dias
de evaluacion.

Se concluye que el uso de esta asociacion micorritica constituye una alternativa
biotecnoldgica efectiva y econémica para la descontaminacion de suelos a mediano
plazo.

Palabras claves: Helianthus annuus, Girasol, Glomus intraradices plomo,
Fitorremediacion, HMA.



INTRODUCCION

En el Perl existen diversas fuentes de contaminacion por plomo, como la industria
automotriz, extraccion minera, desecho de baterias, agroquimicos, entre otras, el
plomo emitido al ambiente se almacena principalmente en fuentes de agua y
superficies terrestres, generando una acumulacion de plomo en cultivos agricolas,
ganado, peces, ademas de estar presente en los envases que se usan para su
almacenamiento, alimentos que posteriormente son ingeridos por los seres
humanos. El plomo tiene una serie de efectos negativos en la salud del hombre,
afectando de forma mas severa al sistema renal, cardiovascular, sanguineo y

gastrointestinal.

La biorremediacion aparece como una alternativa para la descontaminacion de
aguellos suelos que presentan agentes contaminantes, se define como un proceso
en el cual se emplean microorganismos, plantas y hongos, los cuales van a “retornar

a un medio ambiente alterado a sus condiciones naturales” (Toro & Quirama, 2012).

El girasol (Helianthus annuus), es una planta hiperacumuladora de metales pesados
(Pd, Cd, Cu, elementos radiactivos) , con gran tolerancia a sitios con alta presencia
de dichos contaminantes, esto debido a la gran produccion de biomasa, rapido
desarrollo, ademas de absorberlos en sus raices, lo cual permite su fitoextraccion
(Vargas Mufioz, 2013).

Las micorrizas, instauran una simbiosis mutualista con la mayoria de plantas
arbusculares, en especial, de aquellas que habitan suelos con un bajo estado
nutricional, mejorando la capacidad de absorcion de estas al incrementar el &rea de
exploracién de las raices, la importancia de las micorrizas en los procesos de
biorremediacion radica en la capacidad que poseen para inmovilizar a los metales
pesados y reducir su translocacion a los érganos aéreos de la planta. Como
consecuencia, se tiene el flujo de los metales en la cadena trofica (Cabello, 2001;
Pineda, 2004).

El objetivo en este proyecto de investigacion, fue generar propuestas de

biorremediacion aplicables a suelos contaminados con Plomo evaluando el


https://www.zotero.org/google-docs/?JKjIi9
https://www.zotero.org/google-docs/?JW0kob
https://www.zotero.org/google-docs/?C8i7Un
https://www.zotero.org/google-docs/?C8i7Un

potencial de fitorremediacion de la asociacion micorritica de Glomus intraradices en
las raices de girasol frente a este contaminante en condiciones controladas en

invernadero en la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La OMS atribuye la presencia de plomo a actividades como metalurgia, mineria,
fabricacion de pinturas, tuberias, y otros materiales que son fuentes de
contaminacion de este metal. En los ultimos afios, el registro de plomo en alimentos
de origen agricola viene en aumento, en especial en aquellos que provienen de
suelos cercanos a zonas de explotacion minera y areas donde se almacenan
desechos domesticos e industriales, como en la Oroya, zona en la cual la
contaminacion por presencia plomo tiene una existencia de mas de 90 afios, lo que
la convierte en una zona no apta para vivienda, y las aguas del rio Mantaro no son

aptas para riego de cultivos.

El Perq, al ser un pais polimetalico, con una amplia presencia de la actividad minera
a lo largo de su territorio, posee una mayor exposicion al plomo y sus compuestos,
y a su vez a los efectos negativos de este metal en la salud de la poblacion.

La problematica expuesta permite plantear las siguientes preguntas:

¢,Cudl es la capacidad fitorremediadora de Helianthus annuus en asociacion
con Glomus intraradices frente a concentraciones del plomo presente en el

suelo?

- ¢Cual es el porcentaje de colonizacidon micorritica en raices de Helianthus
annuus Yy el desarrollo morfolégico de las plantas?

- ¢ Cuél es el nivel residual de Plomo en suelo despues de la aplicacion del
tratamiento fitorremediadora los 40, 80 y 120 dias del experimento?

- ¢Qué cantidad de plomo es absorbido por parte de las raices y 6rganos

aéreos a los 40, 80 y 120 dias ?



JUSTIFICACION

En la actualidad, la fitorremediacién aparece como una alternativa econémica, para
la rehabilitacion de suelos y aguas contaminadas con elementos provenientes de
actividades antropicas, ademas de ser altamente efectiva a largo plazo (J. M.
Garzon et al., 2017).

En el caso de las etapas de cierre de minas, una actividad ampliamente desarrollada
en el Peri (BBVA Research, 2017), la fitorremediacion es una alternativa viable.
Una organizacién dedicada a la extraccion de minerales puede optar por el uso de
esta tecnologia, por ser asequible, y amigable con el ambiente, pues al realizarse
experimentalmente no se corre el riesgo de que el contaminante sea esparcido en

el ambiente (Beltran-Villavicencio, 2001).

Este proyecto puede generar nuevas lineas de investigacion, diversificando los
meétodos utilizados actualmente para remediar suelos y aguas contaminadas con

plomo y como futura solucion al momento de la formulacion de proyectos mineros.


https://www.zotero.org/google-docs/?wbyeuI
https://www.zotero.org/google-docs/?wbyeuI
https://www.zotero.org/google-docs/?81Ng7M
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OBJETIVOS

Objetivo General

e Evaluar el proceso de fitorremediacion de suelos contaminados
experimentalmente con plomo mediante el uso de asociaciones micorriticas en

raices de Helianthus annuus en condiciones de invernadero.

Objetivos Especificos

e Analizar el proceso de desarrollo vegetal de Helianthus annuus, inoculacion de
Glomus intraradices y el porcentaje de colonizacién micorritica exitoso en las
raices.

e Determinar la cantidad residual de plomo en los suelos, después de la
aplicacion del tratamiento, tomando en cuenta el factor de bioacumulacion.

e Determinar el nivel de absorcion de plomo, mediante andlisis de las zonas
radicular y foliar de los plantones, después de la aplicacion del tratamiento,
tomando en cuenta el factor de translocacion.



HIPOTESIS

Los plantones de Helianthus annuus con asociacion micorritica de Glomus
intraradices en sus raices u érganos a€reos poseen un alto potencial biorremediador

de suelos contaminados con plomo (en condiciones de invernadero).

Variables independientes:

e Concentracion de plomo en suelo (0 ppm, 400 ppm, 800 ppm, 1200 ppm,

1600 ppm)
e Tiempo de evaluacién (40 dias, 80 dias, 120 dias)

Variables dependientes:

e Concentracion del plomo en raiz y 6rganos aéreos.

e Plomo residual en suelo contaminado.



CAPITULO |

GENERALIDADES

1.1. ANTECEDENTES

1.1.1. Antecedentes Internacionales

Vargas Mufioz (2013) en San Pedro Nexapa en México, inoculé Rhizophagus
intraradices, junto con el proceso de germinacion de las semillas de Helianthus
annuus. Posteriormente aplic6 Plomo y Cadmio a diferentes concentraciones,
ademas del suelo testigo, realizando 5 repeticiones para cada uno de los
metales, se realiz6 el analisis de raiz, tallo y flor en un equipo de Espectrometria
de Absorcion Atdmica para determinar los niveles de absorcion de Pb y Cd en
las plantas. Concluyé que la presencia de estos elementos reduce la
germinacion de los girasoles, en aquellos que lograron desarrollarse, los
girasoles micorrizados presentaron mayor potencial fitoextractor en las raices,
en el caso del Pb, mientras que en el Cd solo se presenta una tolerancia a este

metal.

Ortiz-Cano et al. (2009) en la mina de la Comarca Lagunera en México, evaluo
el potencial extractor de Plomo y Cadmio de Amaranthus hybridus,
incorporando una mixtura de micorrizas arbusculares, a un sustrato
contaminado con Plomo y Cadmio, con la realizacion de dos fases
experimentales, una por cada metal, con un disefio experimental de bloques al
azar con 4 repeticiones, los resultados indicaron que la incorporacion de las
micorrizas aumenta las concentraciones de Pb y Cd en raiz, tallo y hoja de A.

hybridus.

Trejo-Calzada et al. (2013) en la Universidad Autonoma Chapingo en México,
estudio el potencial de especies vegetales de zonas aridas para la
fitorremediacion de suelos contaminados de metales pesados. Analizé tejidos

de plantas que crecieron en suelos contaminados, mediante espectrometria de
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absorcion atémica, para poder conocer la cantidad de plomo presente en ellas.
La presencia de micorrizas incremento significativamente el nivel de plomo en

los tejidos de Setaria verticillata.

Martell (2014) en México, sometio especies vegetales 2 tratamientos, uno con
EDTA y sin EDTA, en los resultados obtuvdé que en presencia de EDTA
concentr6 mayor cantidad de Plomo en la raiz, seguido por Cromo, Cobre,
Niquel, Cadmio y Zinc, en el caso de Beta vulgaris L., y en Lolium perenne L.,
en presencia de EDTA el metal que mas se concentro en las raices fue de igual

manera el Plomo, seguido por Cromo, Zinc, Cadmio, Niquel y Cobre.

Beltran-Villavicencio (2001) en la universidad Universidad Auténoma
Metropolitana (UAM) Azcapotzalco de México, estudié la fitoextraccion de
cadmio y zinc con especies como Lechuga en dos variedades, calabacin y el
girasol, cuyo principal objetivo fue el de estimar la capacidad asimiladora de
Cadmio y Zinc, en un proceso de restauracion de suelos. Se evalué el
crecimiento de las especies en condiciones de invernadero, con un control de
humedad del suelo, temperatura y humedad relativa. Las especies vegetales

redujeron hasta en un 50% las concentraciones de Cadmio y Zinc.

Chibuike & Obiora (2014) demostré que las plantas que crecen en suelos
contaminados presentan una reduccion en el tamafio y rendimiento, esto ocurre
principalmente cuando el metal pesado no representa ningun tipo de beneficio
sobre las especies vegetales. La fitorremediacién posee un mayor enfoque que
el uso de microorganismos, pero al combinar ambos, la efectividad es mayor,

como la incorporacion de micorrizas.

Morales & Logrofio (2016) en Pichincha, Ecuador report6 un proceso
fitorremediador de suelos contaminados con Cromo (VI), mediante la utilizacién
de Cucumis sativus, la capacidad de absorcién y desarrollo de la planta fue
determinada por la germinacion de semillas en suelos contaminados con el
metal. Los resultados evidenciaron que las plantas presentan diferencias
significativas frente el tratamiento testigo, pues las plantulas cultivadas en

invernadero redujeron los niveles de cromo hasta en un 38%.
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1.1.2. Antecedentes Nacionales

Chavez Rodriguez (2014) en la ciudad de La Oroya (Cerro de Pasco) y lago
Junin (Junin), colecté 37 muestras vegetales de lugares con pasivos mineros,
escogio 2 especies de los géneros Calamagrostis y Nicotiana, bajo un cultivo a
3 diferentes concentraciones de Plomo (700, 1000 y 1200 ppm). Junto a estas
dos, cultivd Vetiveria zizanoides, para comparar el potencial fitorremediador.
Concluyé que Nicotiana posee un mayor potencial biorremediador, debido a su

rapido desarrollo de biomasa aérea.

Jara-Pefia et al. (2014) en la provincia de Canta en Lima, trabajé en
condiciones de invernadero evaluando 20 tratamientos, en 4 sustratos
diferentes (30%, 60%, 100% y sin relave minero). Utiliz6 las especies Solanum
nitidum, Brassica rapa, Fuertesimalva echinata, Urtica urens y Lupinus
ballianus, redujeron significativamente su desarrollo en el sustrato con 100% de
presencia de relaves mineros, con un mayor desempefio de F. echinata,

presentando un mayor indice de tolerancia a los contaminantes.

Paiva (2015) en Cusco, evalud la capacidad de absorcion y acumulativa de
plomo en la raiz, tallo, hojas e inflorescencias del Amaranthus spinosus, el cual
fue sometido a diferentes concentraciones de dicho metal. Realizé 4
repeticiones, en macetas con suelo franco contaminado de manera artificial con
Acetato de Plomo, transcurridos 20 dias se trasplantaron a macetas. Luego de
136 dias retir6 las plantas y realiz6 un analisis de los suelos por el método de
Espectrometria de Absorcion Atomica. Se llegé a la conclusion de que A.
spinosus tiene la capacidad de almacenar el plomo en sus tejidos, y de

demostrar resistencia al metal.

Rivera & Lazaro (2017) en la estacion experimental “El Mantaro” de la
Universidad Nacional del Centro del Peri en Huancayo, evaluo la
descontaminaciéon de suelos contaminados con metales pesados (Cr, Cd, Cu,
Fe, Mn, Pb), para lo cual utilizé muestras en 3 etapas: antes, durante y después

de la aplicacion del tratamiento. La fitoextraccion de los metales fue realizada
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por la raiz, tallo, hojas, flores y semillas, disminuyendo considerablemente los

niveles de metales pesados en los suelos.

Leon Menacho (2017) utilizando muestras provenientes de la minera Lincuna
SAC en Ancash, desarroll6 un proyecto de investigacion en dos etapas, una de
propagacion y otra de aplicacion del tratamiento. Las especies empleadas
fueron Juncus arcticus Willd., Achyrocline alata Kunth, Werneria nubigena
Kunth y Hieracium sp., la biomasa aérea y de la raiz disminuy6é en A. alata
durante el tratamiento, a diferencia de W. nubigena y J. arcticus que
mantuvieron un desarrollo regular. A. alata presentd una mayor concentracion
Pb y Zn en sus raices, de igual manera se present6 una cantidad significativa
de Zn en la parte aérea de esta, W. nubigena obtuvo valores elevados de Zn en
la zona aérea, J. arcticus presentaba mayores cantidades de Zny Cu en la zona
aérea. Como conclusion se tiene que dichas especies altoandinas poseen un
alto potencial biorremediador, por su alta tasa de propagacién y su capacidad

acumuladora de metales pesados.

Lama Segura (2018) en la universidad Agraria La Molina en Lima, utilizé
girasoles (Helianthus annuus) para proponer una estrategia de fitorremediacion
con un hongo micorritico arbuscular, para comprobar la eficiencia utilizé aguas
de riego contaminadas con plomo (para simular contaminaciones de gasolina
en cuerpos de agua) utilizando como parametros la cosecha en 49, 71y 101
dias. Concluyé que conforme el riego aumentaba, la efectividad del girasol

inoculado con HMA incrementd la extraccion con plomo.
1.2. MARCO TEORICO
1.2.1.Metales pesados en el suelo

Los metales, pueden encontrarse en el suelo, de diversas formas, ya sea como
ion libre en forma compleja en la disolucion del suelo o en forma intercambiable
en la fraccion coloidal del suelo. Ademas puede formar parte de minerales
secundarios, primarios y complejos insolubles en la fase sdlida del suelo

(Gonzélez Rodriguez et al., 2009).
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La perceptibilidad de metales pesados en el suelo, se da de diversas formas.
La mas comun es por intervencion del hombre, ya sea de una manera industrial
0 agricola, creando depoésitos de plomo, zinc, cobre, por actividades como
mineria, curtiembre, automotriz. Estos pueden provenir también de yacimientos
naturales, donde la biota circundante esta adaptada a altas concentraciones de
dichos elementos. Dependiendo de estas actividades, habra presencia mayor o
menor de metales pesados, los cuales son en su mayoria perjudiciales, pues
condicionan la calidad del suelo, el desarrollo y crecimiento de diversas
especies vegetales, se aminora la capacidad de este para el enraizamiento de

las plantas (Acevedo et al., 2005; Puga et al., 2006).

La presencia de un determinado metal pesado en el suelo, va a ser relevante
dependiendo de su concentracion, pues no siempre es perjudicial, en algunos
casos es parte de los nutrientes requeridos para el crecimiento de vegetacion,
pero cuando se exceden estos niveles, se presenta un problema para el
ambiente y la salud humana (Garcia et al., 2002). Los metales usualmente se
encuentran en bajas concentraciones en la superficie, quedando a disposicion
de plantas y microorganismos, el peligro que va a representar la presencia de
dichos elementos en el suelo, no solo depende de su concentracion, sino de su
biodisponibilidad, la movilizaciéon de estos de un organismo a otro (Huertos &
Baena, 2008; Puga et al., 2006).

1.2.2.Biodisponibilidad de metales pesados en el suelo

La biodisponibilidad de los metales en el suelo, viene a ser el grado en que
estos pueden ser absorbidos o metabolizados por un organismo vivo, por lo
general, la fraccion biodisponible de los metales es relativamente baja. Las
reacciones quimicas entre metales pesados y la composicion del suelo,
determinan cuan biodisponible serd un metal. Las actividades humanas, son
también determinantes, ya que mientras mayor sea la contaminacion de los
suelos, es mas alta la probabilidad de que un metal sea biodisponible para ser
capturado por organismos vivos, los cuales pueden acumularlo en el organismo,

y hasta 4 o0 5 6rdenes superiores. Estos elementos pueden abandonar el suelo
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de diferentes maneras, tales como volatilizacion, lixiviacion, erosion, entre otras,
de no ser asi, pasan a ser biodisponibles en el ambiente (Gonzalez-Flores et
al., 2011; Huertos & Baena, 2008; Segovia, 2014).

La actividad antropica modifica el nivel de concentracion de los metales en el
suelo, haciendo que sean mas biodisponibles. En muchos paises en vias de
desarrollo, por el rapido crecimiento de la industria minera y actividades
extractivas, no se tiene muy en cuenta el factor ambiental, y esto es
aprovechado por las empresas, para explotar los minerales sin cuidar los

recursos que se ven comprometidos en la actividad (Marquez et al., 2018).
1.2.3. Contaminacion de suelos
1.2.4.1. Contaminaciény polucion

El suelo, es un recurso natural fundamental en la vida del hombre,
proporciona una serie de servicios ecosistémicos como, paisaje, recreacion,
seguridad alimentaria, habitat y reserva genética, entre muchos otros. Su
estructura es modificada constantemente por las multiples actividades
econdmicas que desempefia el ser humano, por ejemplo la mineria,
agricultura, ganaderia, desecho de residuos solidos, etc. La contaminacion
del suelo se define como la presencia de elementos propios o ajenos a este,
en cantidades superiores a las normales, las que afectan al recurso y a los
organismos vivos que lo habitan. El suelo se encuentra contaminado, cuando
su naturaleza fisica, quimica y biolégica se ve alterada de manera negativa
(Silva Arroyave & Correa Restrepo, 2009). Ademas genera una disminucion
de su capacidad para la produccion de beneficios, lo cual genera un efecto
en cadena, pues no solo este se ve afectado, sino todos los componentes
con los que interactla. Todas las actividades realizadas por el hombre
generan una alteracion en la composicion de los suelos, de manera directa o
indirecta, en el caso de la agricultura, el uso de pesticidas, abonos,
nitrificantes, modifican la estructura y las funciones biolégicas, fisicas y

guimicas (Lépez-Falcén, 2002).
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La contaminacion es mayor en paises que son potencias mundiales, quienes
muchas veces no le dan la importancia suficiente a este recurso. Desde el
comienzo de la urbanizacion, el suelo ha sido tomado como un vertedero de
residuos y desperdicios. Recientemente, el suelo se encuentra en la lista de
prioridades de muchas naciones, conduciendo esto a una mayor
investigacion sobre mitigacion y control de la contaminacion del recurso
suelo, de esta manera se han creado una serie de regulaciones sobre la
emision de desechos y los limites de ciertos contaminantes en el suelo

(Rodriguez-Eugenio et al., 2018).
1.2.4.2. Tipos de contaminacion del suelo

Uno de los contaminantes mas importantes y preocupantes en la actualidad,
es el vertimiento de residuos industriales, los que muchas veces son
potencialmente téxicos, esto debido a una mala planificacion por parte de las

empresas al momento de desecharlos (Navarro et al., 1995).

Los plaguicidas y biocidas usados en la agricultura, para el control de
insectos y maleza, generan pérdida de horizontes del suelo, ademas de que
al acumularse en este, llegan al ser humano a través de la ingesta de los
productos derivados de dicha actividad (Lenoir et al., 2004). No solo
contaminan los suelos, llegan a fuentes de agua a través de escorrentias, y
también son absorbidos por las raices. Su permanencia en el ambiente
depende de elementos como, pH del suelo, tipo de suelo, cantidad de materia
organica, etc (Izquierdo Rodas, 2017).

La contaminacion por hidrocarburos, ya sea en suelos o aguas, es uno de los
problemas mas grandes, ocurre generalmente por un mal estado en las
instalaciones o mala manipulacion de estas (Pérez Casimiro et al., 2005). Los
hidrocarburos y contaminantes derivados de compuestos organicos, siendo
los mas peligrosos los PAH’s (hidrocarburos aroméaticos policiclicos)
componentes del petroleo, al ser liberados al ambiente, su degradacion es
lenta, por lo que proceden a acumularse en sedimentos, y organismos

terrestres y acuaticos (Lenoir et al., 2004).
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Los metales pesados en los suelo, llamados elementos traza, estan
representados por 59 elementos en la tabla periddica, los cuales se reparten
en 5 grupos cationes (Ag*l, Cd*?, Co*?, Cr*3, Cu*?, Hg*?, Ni*?, Pb*?, Zn*?),
metales nativos (Hg, V), oxianiones (AsO4*3, CrO42, MnO42, HSeOs , SeOs
2), halogenuros (F-, CI-, Br-, I-), y organocomplejos (Ag, As, Hg, Se, Te,
TI) (Huertos & Baena, 2008). La toxicidad de dichos elementos esta
determinada por la concentracion en la que se encuentran, estos elementos
no solo provienen de la actividad minera, también estan presentes en
fertilizantes, lodos residuales, pinturas, combustion de carbon, entre otros
(Zuhiga, 1999).

La disminucién del pH de un suelo, genera mayor movilizacion de los metales
pesados en las capas mas superficiales, haciendo que estos sean mas
biodisponibles. A pesar de la capacidad autodepuradora del suelo, causada
por la actividad de microorganismos descomponedores y actividades de
oxidacién, reduccién, hidrolisis, etc. Depende mucho del tipo de metal y su

concentracion, para que dicha capacidad sea ejercida (C. Garcia et al., 2002).

La reversibilidad de los dafios causados al suelo, estdn directamente
relacionados con la cantidad de contaminantes que en este se encuentran,
pues si son abundantes, la recuperacién del suelo serd de larga duracion
(Mishra et al., 2016; Shayler et al., 2009).

1.2.4.3. Legislacion en materia de suelos contaminados

La implementacién de leyes que regulan el ejercicio de actividades que
comprometen la calidad de los recursos se dio por una serie de hechos, que
afectaron no solo al medio ambiente, sino también a los pobladores de

diversas localidades.

La preocupacion por los recursos naturales en general, ha tenido un ascenso
a lo largo de los afios en América Latina, el recurso forestal fue el primero en
llamar la atencién de las autoridades, regulandose su explotacién mediante
la formulacién de leyes. Argentina fue el primer pais en realizarlo en 1948. A

diferencia de éste, el recurso suelo ha sido relegado, no siendo tomado en
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cuenta, como lo fueron el agua y aire, generando un desequilibrio en el
sistema. Brasil, al poseer una extension considerable en el continente
sudamericano, posee una megadiversidad, por esto fue el primer pais en

promulgar leyes a favor del ambiente y sus recursos en general (Haro, 2007).

En el Perq, la legislacion ambiental es especifica para muchos temas, se
enfoca en los recursos mineros, su explotacion y aprovechamiento, pasivos
ambientales mineros, cierre de minas, relaves, actividad de hidrocarburos,
explotacion de gas natural, agricultura, entre otros (MINAM, 2011). Es de los
paises mas desarrollados en cuestion de normatividad; a pesar de eso, hay
infinidad de conflictos sociales, pues muchas de estas leyes presentan
ambigledades(Uchiri et al., 2019). Desde la década de los 70, el gobierno
puso énfasis en los reglamentos de la explotacibn de los recursos,
especialmente por parte del sector privado, estas leyes presentaban vacios
gue fueron aprovechados por dichas empresas, para no hacerse cargo de los
dafios que causaban al ambiente, por lo que en futuro se reforzaron, lo que

genero un descenso por parte de la inversion privada (Glave, 2007).
1.2.4.Plomo

El plomo es un metal pesado, de baja fusion, color gris azulado, presente en la
corteza de la tierra, por lo general no se encuentra como un metal, sino unido a
otros componentes. Es usado en diversos productos como baterias, tuberias,
municiones, entre otros. En los Ultimos afos, los niveles de plomo en dichos
productos, se han reducido o fueron reemplazados por otros, debido a lo

peligroso que es este metal para el ambiente (Abadin, 2005).

La exposicion al plomo, puede ocurrir cuando este es inhalado en forma de
polvo, o por medio de productos que estén compuestos de plomo. Es nocivo
para la salud, genera afecciones en la sangre, sistema nervioso, renal y
cardiovascular, los niflos expuestos al plomo presentan desarrollo cognitivo
lento, deficiencias en el aprendizaje entre otros. Una prolongada exposicion a
altas dosis de plomo, tiene efectos cancerigenos en el futuro (EPA, 2011; WHO,
2010)
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1.2.5.1. El plomo en los suelos

Tiene mayor presencia en capas superficiales, donde su concentracion
normal varia de 5-180 mg/kg aprox., y en areas altamente contaminadas, sus
valores ascienden hasta 8 g/kg, el impacto de la contaminacién genera un
desequilibrio en las concentraciones de plomo, volviendo a este peligroso; la
biodisponibilidad del plomo va a depender mucho del pH del suelo en el que
se encuentra, pues cambia su forma, un suelo acido aumenta la
disponibilidad del plomo, facilitando su absorcién por parte de los organismos
vivos (Acevedo et al., 2005; Oriundo Guarda & Robles Gomero, 2009).

Una de las actividades que aporta mayores niveles de plomo en el ambiente,
es la del desecho y reciclaje de baterias acidas, pues durante el proceso de
recuperacion del metal se vierten al ambiente grandes cantidades de plomo,
esta actividad es preferible a su simple desecho, pero continda siendo
altamente contaminante, se estima que los suelos circundantes a las fabricas
que se dedican a esta actividad poseen niveles de 51,000 mg/kg en suelos
adyacentes a la planta y de 120 mg/kg a un kilémetro de distancia, y de 1000
mg/kg en los alrededores de la planta 'y de 100 mg/kg a 2 km de distancia en

Canada y Taiwan respectivamente (Cala & Kunimine, 2003).

La presencia de plomo como consecuencia de la actividad minera, es amplia
en Perd, somos el primer proveedor de plomo en América Latina y sexto a
nivel mundial, ademas de estar asociado a las minas de plata. Los relaves
mineros, muchas veces se filtran hacia cuerpos de agua, llegando con mas
facilidad a los alimentos, pues estas aguas son usadas para el riego de los
productos agricolas. ElI parque automotor, igualmente contribuye en la
contaminacion por plomo, por la presencia de aditivos como el plomo
tetraetilo en los combustibles, por lo que en poblaciones con un parque
automotor creciente, son mas propensos a sufrir afecciones consecuencia de
la contaminacién (MINSA, 2005).

El plomo también estd presente en fertilizantes, ya sean fosfatados o

nitrogenados, estos son ampliamente utilizados para la agricultura, al
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depositarse en el suelo, son absorbidos por los sistemas radiculares de las
plantas, y en otros casos, son directamente tomados por las hojas, de igual
manera llegan a cuerpos de agua por escorrentia, magnificando su
dispersion, de acuerdo al pH del suelo, seran mas biodisponibles para los
organismos Vvivo que se encuentran en los suelos, biomagnificarse en su

paso a través de la red tréfica (Marti et al., 2002).
1.2.5.2. Absorcién de plomo por parte de las plantas

El plomo liberado por actividades humanas, no es un metal esencial para el
desarrollo de la planta, a diferencia del Cu*? o0 Fe*3, que son necesarios para
las diferentes actividades que realiza la planta. El plomo, al poseer carga
positiva, se adhiere al complejo radicular de las plantas, para seguir la ruta
apoplastica o simplastica; su absorcion es regulada por factores como pH,
tamanfo de las particulas y capacidad de intercambio catidnico principalmente
(Garcia, 2006; Sharma & Dubey, 2005). En altas concentraciones, el plomo
resulta perjudicial para las especies vegetales, causando una pérdida de
elasticidad en las paredes celulares, reduce el crecimiento radicular asi como
la presencia de células mitéticas, clorosis, reduccién del desarrollo, puede
inhibir la fotosintesis, modificacion de la permeabilidad de la membrana, en
especies como Allium cepa, las plantas desarrollan diferentes tipos de
adaptaciones para hacerle frente a altas concentraciones de metales
pesados en el suelo (Garcia, 2006; Hadi & Aziz, 2015; Méndez et al., 2009;
Sharma & Dubey, 2005).

Las plantas desarrollan diferentes tipos de adaptaciones de acuerdo a la
concentracion de plomo que exista, una de las mas comunes es la reduccién
de su biomasa aérea, mas que en la zona radicular, a mayor concentracion
de plomo, menor es el desarrollo foliar, la mayor cantidad de plomo suele
acumularse en la raiz, las hojas acumulan plomo, pero en menor proporcion.
Otro de los mecanismos de detoxificacion por parte de las plantas, es el
secuestro de plomo por la vacuola (Couselo & Corredoira, 2007; Sharma &
Dubey, 2005).
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1.2.5.3. Limites permisibles de plomo en el ambiente

La normativa con respecto a limites permisibles de contaminantes en el
ambiente, esta mas enfocada en prevenir dafios a la salud que al ambiente
mismo. En el Peru, las concentraciones permitidas de plomo en suelos,
dependen del tipo de actividad a la que estad dirigida dicho substrato,
igualmente, las cantidades varian de acuerdo al tipo de metal pesado, pues
la biodisponibilidad y efectos colaterales de estos son diferentes (Presidencia
del Consejo Ministros, 2013).

En general, se buscan estandares cuya presencia no sea riesgosa para la
salud y el ambiente, basandose en indicadores como el de “Dosis de
Referencia (RfD)”, el cual indica el consumo de determinado elemento, cuya
ingesta no represente dafos a largo plazo, igualmente la “Efectividad relativa
de la dosis (RE)” la que expresa las diferencias entre la toxicidad de la
sustancia, su biodisponibilidad y el estado nutricional del individuo,
“‘Antecedentes de asimilacion (TBi)” expresa las posibles cantidades a las
gue el individuo puede estar expuesto durante toda su vida, sin que le causen

mayores dafos (Vazquez-Alarcon et al., 2005).

En Espafa por ejemplo, la norma dice que un trabajador que labora 8 horas
diarias durante una semana, no puede estar expuesto a mas de 100 pg/ml
de plomo en el ambiente, por lo que las concentraciones de dicho metal no
pueden exceder los 70 ug/ml de sangre, por lo dafios que puede ocasionar a
la salud. En caso se excediera, deben tomarse acciones para revertirlo. Para
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la presencia de este metal en el
organismo no debe ser superior a los 15 ug/dl, y para el Center of Disease
Control de Estados Unidos, no deberia ser superior a 10 pg/dl (Rodriguez &
Espinal, 2008).

En poblaciones cercanas a lugares donde se realizan actividades industriales
0 mineras, los niveles de metales pesados por lo general sobrepasan los
limites permisibles, incrementandose a lo largo de los afios, mientras

perduren las actividades, con respecto al ambiente, las concentraciones
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varian, pues hay mas dinamicidad en el sistema ambiental, que en un
poblador, por lo que muchas veces se le resta importancia (Astete et al.,
2014).

1.2.5.Remediacién de suelos

Para la EPA (2011) el término remediacién se resume en “cualquier operacion
unitaria o serie de operaciones unitarias que altera la composicion de una
sustancia peligrosa o contaminante a través de acciones quimicas, fisicas o
biolégicas de manera que reduzcan la toxicidad, movilidad o volumen del
material contaminado”. La remediacion de suelos depende mucho del tipo de
contaminante y caracteristicas de este, ademéas de su concentracion, tipo de
suelo, sus caracteristicas especificas, procesos quimicos, fisicos y biolégicos
gue se suscitan en este, y las actividades a las cuales es sometido, en conjunto
determinan cual es la mejor técnica para recuperar los suelos (Volke Sepulveda,
2002).

Existen técnicas de aplicacion in-situ, las que consisten en tratar al suelo en el
lugar en que se produce la contaminacién, la cual es mas econdémica, pero
requiere un mayor tiempo de ejecucion, en comparacion de las técnicas ex-situ,
para las que se requiere una previa excavacion del suelo para un posterior
tratamiento, son mucho mas costosas, pero también mas rapidas, y usualmente

con resultados mas completos (Ortiz Bernad et al., 2007).
1.2.6.1. Tipos de remediacién de suelos

Las tecnologias mas usadas en los procesos de remediacion de suelos, son

las siguientes:

a. Desorcidén térmica: se basa en la aplicaciéon de calor con el objetivo
de volatilizar y/o descomponer contaminantes organicos y metales
pesados sin alterar la estructura fisica del suelo, no es lo mismo que
incineracion, pues las temperaturas son menores, ademas que el

suelo puede ser re-utilizado en la posteridad (Emgrisa, 2016).
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b. Lavado de suelos: su aplicacion comenzé en Holanda en 1982,
debido al creciente numero de areas contaminadas. Es una técnica de
aplicacion ex-situ, mediante la extraccion fisica y quimica del suelo,
seguida de un proceso de separacién que logra disminuir la cantidad
de contaminantes. Dicha extraccion es realizada mediante el uso de
diferentes soluciones extractantes, en especial agentes acidos y
guelantes, en cuyo proceso participan diversos factores como pH, tipo
de suelo, capacidad de intercambio catidnico, presencia de materia
organica, entre otros (Martinez et al., 2005).

c. Extraccion de vapores: es un procedimiento por el cual se disgregan
fisicamente los contaminantes del suelo, este sistema extrae aquellos
contaminantes que se volatilizan con facilidad, se realiza a través de
un sistema de pozos que producen un vacio y los contaminantes
suben a la superficie en forma de vapor o gas, adicional a los pozos
de extraccion, se sitian pozos de inyeccion de aire para incrementar
su corriente y mejorar el nivel de remocion del contaminante (EPA,
1996b).

d. Extraccion con solventes: la base de esta técnica, es el uso de
solventes, para separar contaminantes peligrosos del suelo, no hay
una destruccion propiamente dicha de los contaminantes, sino que los
concentra para facilitar su reciclaje, o sino destruirlos con otra técnica,
la tierra, al entrar al extractor, se separa en tres fases: solvente con
contaminantes disueltos, sélidos y agua. Es un proceso in-situ, que
comienza con la excavacion del suelo y su traslado a una criba para
separar desechos de gran tamafio (EPA, 1996a).

e. Tratamiento quimico: su principio son las reacciones redox, las que
transforman compuestos toxicos, en derivados que sean menos
peligrosos, los que usualmente son mas estables o inertes. Se usa
principalmente para atacar compuestos inorganicos, es aplicable tanto
in-situ como ex-situ, en suelos, lodos, entre otros (Volke Sepulveda,
2002).

21


https://www.zotero.org/google-docs/?RBkes0
https://www.zotero.org/google-docs/?9jibeh
https://www.zotero.org/google-docs/?9jibeh
https://www.zotero.org/google-docs/?PzuhYC
https://www.zotero.org/google-docs/?Z6h4sd
https://www.zotero.org/google-docs/?Z6h4sd

f. Inyeccion de aire o bioventing: esta es una técnica de recuperacion
in-situ, la cual viene a ser la “ventilacion forzada del suelo mediante la
inyeccidn a presion de oxigeno (aire) en la zona no saturada del suelo
a través de pozos de inyeccion”, con este método, se van a degradar
los contaminantes, por la volatilizacion y por biodegradacion, por el
proceso de oxidacion, estimulandose la actividad bacteriana (Maroto
& Rogel, 2004).

1.2.6.Biorremediacién

Es una tecnologia emergente, que se presenta como alternativa frente a las
técnicas convencionales. Emplea el potencial metabdlico de plantas, hongos,
bacterias 0 enzimas que deriven de la actividad metabdlica de las anteriores
para el tratamiento de un medio contaminado. Es efectivo, pero suele encontrar
impedimentos como: condiciones ambientales inapropiadas, carencia de
nutrientes esenciales, los cuales limitan la accion biorremediante de dichos
organismos. los cuales pueden biodegradar los contaminantes a compuestos
mas simples y faciles de eliminar, o que generen menor impacto negativo en el
ambiente (Gonzalez Rodriguez et al., 2009; Gonzalez Rojas, 2011; Sardrood et
al., 2012).

Las bacterias son ampliamente usadas, pues tienen mayores limites de
tolerancia, y practicamente estan presentes en todos lo habitats, una vez que
son aplicados en la biorremediacion de ambientes, pueden llegar a adecuar el
lugar de acuerdo a sus necesidades, de esta manera modifican el habitat, en
esto el pH y las reacciones redox juegan un papel muy importante, las bacterias
toman el contaminante del ambiente y pueden aprovecharlo para su beneficio
transformandolo en energia, o algin otro compuesto que posteriormente sera

utilizado para sus actividades (Corredor et al., 2013).

Es beneficiosa para el ambiente, pues es menos intrusiva que otras técnicas
que implican el uso de sustancias toxicas, o que degradan el ambiente. Es
ampliamente usada en Sudafrica desde ya hace varios afios, con un historial

exitoso, econdmico, ademas de ser mas aceptado por la poblacién, por ser
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ecoamigable (Heerden et al., 2013). Ha sido aprobado por entidades
reguladoras a nivel mundial, por el hecho de tener un coste bajo en
comparacion con otras tecnologias, que muchas veces generan un impacto
negativo en su intento por eliminar los contaminantes del ambiente (Gonzéalez
Rojas, 2011).

1.2.7.1. Fitorremediacion

La fitorremediacion es una técnica basada en el uso de plantas para la
extraccion, estabilizacion y/o degradacion de agentes contaminantes en el
suelo, las cuales almacenan estos mayormente en las raices y tejidos,
explota el uso de plantas hiperacumuladoras y aquellas que son
genéticamente modificadas, es una alternativa de la biotecnologia, ademas
de ser aplicable a mdultiples escenarios, y actuar sobre todo tipo de
contaminantes como, desechos municipales e industriales, lixiviados de
minas, hidrocarburos, entre otros. Permite una regeneracion del ambiente
donde se utiliza, la cual es constante por el continuo crecimiento de la planta
(Moijiri et al., 2013; Rios et al., 2014).

Debido a la inminente explotacion de recursos, y potencial contaminacion de
suelos, aguas y aire, la fitorremediacion se presenta como una alternativa
econdmica, y de aplicacion mas sencilla , comparada con otras tecnologias
como la extraccion con solventes, incineracion, oxidacion quimica; las cuales
requieren una mayor inversion economica, ademas de tener efectos
secundarios sobre el ambiente (Rajoo et al., 2016). Desde el comienzo de la
era industrial, la explotacion de recursos ha crecido de manera exponencial,
las exploraciones petroleras, fundicion de metales, mineria, etc, causando
grave dafio al ambiente, muchas veces sin una alternativa de recuperacion
de las areas afectadas durante la realizacion de estas actividades, es
entonces cuando se le da un mayor énfasis a los beneficios de las plantas
como especies remediadoras de suelos y aguas, pues estas absorben del
substrato la mayoria de componentes, siendo esto peligroso para ellas, ya

gque en muchos casos, dejan de asimilar nutrientes importantes para su
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desarrollo, y toman del ambiente otros compuestos que inhiben la absorcion
de otros (Bharti et al., 2014).

Es una tecnologia efectiva, pero presenta una serie de desventajas,
especialmente los pocos antecedentes, ya que es un proceso de larga
duracion. Algunas plantas presentan limitantes para crecer, si es que el
ambiente no presenta caracteristicas favorables para su desarrollo,la
estacionalidad. Si la contaminacion es excesiva, las plantas van a presentar
dificultades para ejercer su efecto o simplemente o no van a completar su

desarrollo (Lépez et al., 2004).
Tipos de fitorremediacion:

a. Fitoextraccion: conocida como fitoacumulacion o fitoabsorcion, viene
a ser la extraccion de contaminantes por parte de las raices de la
planta y traslocarlo en su interior. Se usa para el tratamiento de suelos,
sedimentos y lodos. Las ventajas, son que la planta puede aprovechar
de alguna manera el contaminante que se extrae, mediante
transformaciones en su estructura. Las desventajas que se presentan,
son que las plantas reducen su crecimiento en la biomasa aérea,
ademas que los metales pueden tener un efecto fitotdxico, por lo que
las caracteristicas mas apropiadas de las plantas para esta actividad
deberian ser: poseer un sistema radicular ampliamente distribuido,
buena adaptacion a condiciones ambientales extremas, tolerancia a
efectos toxicos, principalmente (Bayén Sanz, 2015; National Risk
Management Research Laboratory, 2000).

b. Rizofiltracion: es la absorcion de contaminantes por las raices, en
plantas acuaticas, de humedales, hongos o bacterias. Las raices
exudan y pueden precipitar los metales, dependiendo de qué tipo sean
estos. Las ventajas que presenta son: pueden ser usadas in situ 0 ex
situ, el sistema ex situ puede ser aplicado en cualquier lugar. Las
desventajas de este tratamiento son: el pH debe ser ajustado para un

resultado mas optimo, las plantas deben crecer previamente en un
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invernadero y después ya comenzar el tratamiento (Bayon Sanz,
2015; National Risk Management Research Laboratory, 2000).
Fitoestabilizacion: se define como la paralizacion de los metales a
través de la absorcion y acumulacion de estos en la raiz, esto para
disminuir la biodisponibilidad de los contaminantes en el suelo, y el
uso de plantas y sus raices, para la prevencion de la migracion de la
contaminacion a traves de lixiviacion o erosion de suelos. La técnica
implica una reduccion de la valencia de los metales en la rizosfera,
como ocurre por ejemplo con el Cromo IV, puede ser también una
precipitacion o complejizacion del metal. No es una solucidon
permanente, pues el metal no va a desaparecer del suelo, solo se va
a limitar su movimiento en este. No es necesaria una remocion de los
suelos. Presenta un costo bajo, y puede favorecer la revegetacion del
area afectada (Bayon Sanz, 2015; National Risk Management
Research Laboratory, 2000).

Rizodegradacion: es la descomposicion del contaminante por accion
de microorganismos mejorada en la zona radical. La actividad de estos
es favorecida por los exudados de la planta, como enzimas,
aminoécidos, azlcares, aceites esenciales, etc, los cuales
incrementan el metabolismo de los microorganismos hasta en cien
veces, ademas se amplia el area de actividad de estas, a medida que
se expanden las raices. La degradacion de los contaminantes es in
situ, estos pueden mineralizarse. El tiempo necesario para que las
raices se expanden lo suficiente, es amplio, y la profundidad que
alcancen puede ser limitada por la misma fisiologia de la planta (Bayon
Sanz, 2015; National Risk Management Research Laboratory, 2000).
Fitodegradacion: es una degradacion de los contaminantes en el
interior de la planta, mediante procesos metabdlicos, o a través de
componentes producidos por esta, en la parte externa. Se limita a
compuestos organicos, pues la planta no puede degradar metales
pesados. Va a depender de la hidrofobicidad, solubilidad y polaridad

de los compuestos, la principal ventaja, es la actividad independiente
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de la planta al no depender de otros microorganismos, una de las
desventajas, es la posibilidad de formacién de componentes toxicos
(Bayon Sanz, 2015; National Risk Management Research Laboratory,
2000).

f. Fitovolatilizacion: es el ingreso de contaminantes a la planta, ya sean
organicos o metales pesados como Se y Hg, los cuales seran emitidos
a la atmosfera posteriormente por transpiracion de la planta
(volatilizacion), transformados o con la misma estructura. Lo
controversial de esta técnica, es que el contaminante pasa del suelo
al aire, continuando la polucién del ambiente, pero el contaminante
puede ser expulsado en una forma menos nociva (Bayon Sanz, 2015;
National Risk Management Research Laboratory, 2000).

1.2.7.Girasol (Helianthus annuus)
1.2.8.1. Taxonomia

La clasificacion taxondmica del girasol, se presenta a continuacion
(Tenesaca Quito, 2015):
Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Helianthus

Especie: Helianthus annuus L.
1.2.8.2. Caracteristicas morfologicas

La raiz principal del girasol es de tipo pivotante, se forma un eje central y
gran cantidad de raices secundarias, las cuales alcanzan grandes
dimensiones, puede llegar a crecer hasta 4 metros (Reategui Barboza &
Reategui Morales, 2018).
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Las hojas son de forma acorazonada, alternas y pubescentes, la
inflorescencia, es del tipo cabeza o capitulo, en algunas especies puede
llegar a medir hasta 1 metro de diametro, esta compuesto por flores amarillas
que son individuales, las cuales estan comprendidas entre 500 y 1500,
también pueden ser de color parpura o rojo, de acuerdo a la especie (Coyac

Rodriguez & Espinoza Banda, 2007).
1.2.8.3. Distribucion geografica

El girasol estd ampliamente distribuido , su cultivo comenzé al norte de
México y el oeste de Estados Unidos, fue empleado para la alimentacion de
los indigenas de dichas zonas. Posteriormente fue introducido a Espafia,
luego que los invasores llegaran a América, y se llevaran numerosas
especies nativas, comenzando su cultivo por toda Europa. Actualmente se
encuentra a lo largo de todo el continente Americano, de donde son
originarias todas sus especies, igualmente en Europa y Asia, siendo Rusia
uno de los paises que desarroll6 diversas variedades del girasol (Coyac
Rodriguez & Espinoza Banda, 2007; Pineda, 2004).

1.2.8.4. Requerimientos edafocliméticos

Para un desarrollo 6ptimo, necesita una temperatura media de 15°C, pero
puede adaptarse a 25 °C- 28°C, como temperaturas maximas, y 13°C- 17°C,
como temperaturas minimas. Puede soportar heladas durante su primer ciclo
de desarrollo, gradualmente se vuelve mas sensible al frio. En cuanto a los
requerimientos de humedad, el girasol va a tener una mayor demanda de
agua durante sus primeras etapas de crecimiento, y también durante la
formacion y llenado de las semillas. Pueden someterse a estrés hidrico, lo
cual es favorable durante las ultimas etapas de desarrollo (Coyac Rodriguez
& Espinoza Banda, 2007).

1.2.8.5. Girasol como fitorremediador de suelos contaminados

El girasol fue probado exitosamente en los alrededores de Chernobyl, luego

de que ocurriera la mas grande catastrofe nuclear, se emplearon semillas de
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Helianthus sp. modificadas genéticamente, a los 12 dias de haber sido
plantadas, presentaron en sus raices, 8000 veces mas cantidad de Cesio
que en el agua, y 2000 veces mas cantidad de Estroncio. A partir de este
episodio, el girasol comenz6 a usarse para eliminar contaminantes de sitios
con altas concentraciones de metales pesados, asi como para experimentos
piloto, se mostré efectiva ante los siguientes metales y elementos radiactivos:
Cromo (Cr), Cadmio (Cd), Cobre (Cu), Plomo (Pb), Niquel (Ni) y Uranio (U)
(Gémez, 2015). El girasol tiene gran capacidad de absorcion de metales
pesados, ya que cuenta con una gran biomasa radicular, principal lugar de
acumulacion de los contaminantes, aunque su tolerancia al Cromo, es baja

en comparacion a otros metales pesados (Pineda, 2004).

Suelo:
Com Contaminantes:
puestos
organicos: Meta
Sustancias les pesados:

[ | PPN

Figura 1. Fases de la fitorremediacion (modificado de University ot syaney, 2U13)
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1.2.8.Micorrizas

El primer registro de las micorrizas, fue realizado Vittadini en 1831, quien
publicé sus observaciones sobre trufas, pertenecientes a géneros Elaphomyces
y Tuber, de la familia Ascomycetes, quienes se asociaban con las raices de
algunas plantas vasculares, si bien no se les conocia como micorrizas, la idea
iba tomando forma. Con el paso de los afos, Hartig, Tulasne y otros estudiosos
de la época, fueron interesandose en el tema, de esta manera, se comenzaron
a realizar mas citaciones, teniendo mayor detalle sobre la funcion que

realizaban y el aporte a la planta (Andrade-Torres, 2010).

Las micorrizas son una asociacion, en la cual el hongo puede envolver las
raices de las plantas vasculares, ya sea de manera superficial, o ingresando a
través del cortex, proporcionandole mayor area de exploracion subterrdnea de
nutrientes y agua, especialmente en lugares con caracteristicas edéficas
extremas, y a cambio de esto, la planta le proporciona al hongo los
carbohidratos y un microhabitat para que complete su ciclo de vida. Las
micorrizas pueden interconectarse subterrdneamente con otras plantas de la
misma especie, o distintas. Se les puede considerar como una herramienta de
manejo sostenible de suelos, pues permiten una mayor productividad de los
cultivos, mantenimiento de agrosistemas y recuperacion de suelos degradados.
Es una asociacion mutualista, similar al de las fabaceas con bacterias del
género Rhizobium, en la que tanto el hongo como la planta se ven beneficiadas,
su aparicion se dio hace unos 400 millones de afos aproximadamente,
volviéndose indispensable para el desarrollo ecolégico de las plantas en el
planeta (Camargo Ricalde et al., 2012; L. P. Garzon, 2016; Siddiqui & Pichtel,
2008).

Las micorrizas ayudan a las plantas a adaptarse a ambientes inhdspitos, con
carencias nutricionales, minerales y a elevadas concentraciones de

contaminantes (Cornejo et al., 2017).
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La mayor funcion de las micorrizas es la del transporte nutricional, por este
mutualismo, los hongos presentan un nivel de ventaja sobre sus competidores,

otros microorganismos con los mismos requerimientos (Joner & Leyval, 2009).

1.2.9.1. Tipos de micorrizas

a. Micorrizas Arbusculares: los hongos formadores de micorrizas
arbusculares (HFMA) son asociaciones mutualistas entre hongos de la
familia Glomeromycota y las raices de plantas vasculares, estan distribuidas
practicamente en todo el mundo, en todo tipo de ecosistemas, con excepcion
de la Antartida (Pérez et al., 2011). Son la asociacibn mas comdn y mas
extendida, representa mas del 80% del total de asociaciones micorriticas,
son mutualistas obligatorias (Siddiqui & Pichtel, 2008).

b. Ectomicorrizas: igualmente tienen una amplia distribucion, pero solo tienen
asociacion con el 3% de plantas vasculares, son miembros de las familias
Ascomycota y Basidiomycota, las hifas de estos hongos no ingresan a las
células de la epidermis de la raiz, no solo participan durante la absorcion de
nutrientes, también protegen a las plantas de agentes patégenos y de altos
niveles de concentracion de metales pesados en el suelo. Se presenta
mayormente en especies arboreas de bosques templados, en regiones
alpinas y boreales, también en bosques tropicales y subtropicales (Garibay-
Orijel et al., 2013; Siddiqui & Pichtel, 2008).

c. Ectendomicorrizas: poseen caracteristicas tanto de endomicorrizas como
de ectomicorrizas, posee una red de Hartig, la cual desarrolla una hifa
intracelular en células de la epidermis y la corteza, se forman en las raices
de angiospermas y gimnospermas, especialmente en especies de los
géneros Pinus y Larix, pertenecen a las familias Basidiomycota, Ascomycota
0 Zygomycota, realizan una penetracion intracelular, ademas producen hifas
en células autétrofas (Camarena-Gutiérrez, 2012; Siddiqui & Pichtel, 2008).
Adquieren vital importancia ecoldgica en casos de estrés abiotico, durante
incendios, sequias prolongadas y contaminacion atmosférica o edafica, entre
otros (M. H. Garcia, 2009).
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d. Arbutoide: formadas por el género Arbutus y Arctostaphylos, pertenecientes
a la familia Ericaceae, estas micorrizas poseen un manto, una red de Hartig
y elaboran complejos hifales intracelulares confinados a la epidermis
(Camarena-Gutiérrez, 2012).

e. Monotropoide: caracteristica de plantas no fotosintéticas, de la familia
Monotropaceae, y hongos especificos de las familias Russulaceae o
Boletaceae, el mecanismo de estos hongos es el de también asociarse con
raices de plantas fotosintéticamente activas, y tomar los fotosintatos de estas
(Camarena-Gutiérrez, 2012; Siddiqui & Pichtel, 2008).

f. Ericoide: Forma micorrizas con familias del orden Ericales, con géneros
como Erica, Calluna y Vaccinum (M. H. Garcia, 2009). Aquellas plantas que
forman este tipo de micorriza desarrollan raices laterales bastante finas que
no tienen crecimiento secundario. Cada raiz esta conformada de una o dos
capas de células corticales, un cilindro vascular delgado, y también una capa
de epidermis. La asociacion ademas incluye la colonizacion de las células de
la epidermis por la hifa, seguida de la formacion de un complejo de hifas
ramificadas (Camarena-Gutiérrez, 2012). No desarrollan red de Hartig, ni
realizan una penetracion intracelular en las raices (Camarena-Gutiérrez,
2012; Siddiqui & Pichtel, 2008).

g. Micorriza orquideoide: los hongos pertenecen a la clase Basidiomycetes,
especialmente al género-forma Rhizoctonia, pueden metabolizar un diverso
rango de fuentes de carbono, transformandose en protopectinasa y
endopoligalacturonasa, con esto se posibilita su crecimiento en suelos con
desechos orgénicos. La principal caracteristica de estos hongos es la
formacion de pelotones en las raices de las orquideas. Son de vida limitada,
durante la etapa final de su ciclo, las paredes del hongo poseen una masa
irregular, y aquellas hifas que sobreviven, vuelven a colonizar en las raices
(Ordofiez Castillo, 2012).

1.2.9. Micorrizas y metales pesados

Las micorrizas son una asociacion benéfica para la planta en el caso de la

remediacion de suelos que se encuentren contaminados con metales pesados,
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pues los inmovilizan en la raiz, y reducen su paso a los érganos aéreos, de esta
manera se reducira su paso en la cadena trofica, también facilitan su absorcion
por parte de la planta. Hay factores que intervienen en la incorporacion del metal
pesado, como son la capacidad de las plantas para captarlo, propiedades del
mismo hongo, y la capacidad de absorcion del metal por parte del mismo suelo.
Muchos metales pesados son fungitoxicos, por lo que si bien las micorrizas van
a sobrevivir en suelos altamente contaminados, se va a reducir su propagacion
y extensiéon en el subsuelo (Carreén-Abud et al., 2013; Guerra-Sierra, 2008).
Las micorrizas pueden incrementar el transporte de metales de la raiz a los
organos aéreos (fitoextraccion) o inmovilizarlos en el area radicular
(fitoestabilizacion), esto depende mucho de la interaccion planta-metal-suelo,
pues hay casos en los que a mismas concentraciones de metales pesados y
condiciones edéficas, algunas plantas fitroextraen y otras fito estabilizan
(Alvarado et al., 2011). Las estructuras encargadas de la simbiosis y tolerancia
de los metales pesados en micorrizas son: hifas, vesiculas y arbusculos, las
vesiculas son las encargadas de almacenar los metales pesados las cuales se
ubican dentro o fuera de la raiz. La importancia de las hifas radica en la
secrecion de la glomalina. Las micorrizas actian de diferente manera frente a
los diferentes metales, con un mecanismo bésico comun: la expresion de
diferentes genes que codifican para proteinas asociadas a variados
mecanismos de transporte a nivel celular, que responden de manera diferente

ante cada uno de los MP, también la fitoestabilizacion (Michel, 2011).

Aquellas plantas que son metalofitas, presentan modificaciones para desarrollar
mecanismos de inactivacion o inmovilizacion de metales pesados, las cuales
son principalmente quelacion, intercambio catiénico y encapsulamiento, estas
modificaciones incluyen a las micorrizas arbusculares. La capacidad de las
micorrizas para detoxificar un suelo, depende mucho de la concentracion del

metal pesado, y caracteristicas propias del suelo (Aguirre et al., 2011).
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Figura 2. Hongo micorritico arbuscular (Aurea systems GmbH, 2012)

Las micorrizas no solo son utilizadas para la biorremediacion de suelos, también
para una recuperacion y reciclaje de metales pesados que puedan encontrarse
en el, la solubilizacion que el hongo le confiere a los metales pesados es
beneficioso ecoldgicamente hablando, es uno de los rasgos mas importantes
de estos hongos, pues las formas solubles de los metales pueden ser
aprovechadas por las células o incorporadas a ciclos bioldgicos del suelo
(Gadd, 2001).

1.2.10. Glomalina

La glomalina viene a ser una glicoproteina insoluble secretada por aquellos
hongos formadores de micorrizas arbusculares, pertenecientes al orden
Glomerales del Phylum Glomeromycota, la cual ha sido encontrada en el suelo,
ligado a metales pesados, registrada en todas las micorrizas arbusculares
sometidas a pruebas hasta el momento. Para suelos con presencia de plomo
se ha logrado extraer hasta 1.12 mg de Pb por gramo de glomalina y se ha
observado que la concentracién de Pb en la glomalina puede variar entre 0.8 y
15.5 % del total de Pb en el suelo, la produccién de esta proteina aumenta ante
niveles elevados de plomo en el suelo (Alvarado et al., 2011; Malekzadeh et al.,
2016).
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Se produce en las hifas de micorrizas, cuya funcién es la de contribuir de forma
significativa en el establecimiento y crecimiento de las plantas. Alun se
desconoce su estructura quimica, pero se sabe que estd compuesta por un
complejo de carbohidratos, aminoacidos, y hierro (< 5%), adicionalmente, de un
elevado porcentaje de carbono (27,9 - 43,1%). Esta glicoproteina es una fuente
de carbono para los suelos, y promueve la agregacion de la fraccion inorganica
del suelo (Branzini, 2005).

1.2.11. Factores de concentraciéon
1.2.12.1. Factor de bioconcentracion

La bioacumulacién de un metal, es el incremento de concentracion de un
contaminante dentro de un organismo por un periodo de tiempo, en contraste
con su presencia en el ambiente, las plantas por lo general acumulan los
contaminantes en sus tejidos, lo que es usado como un indicador del nivel de
contaminacion del suelo (Mendieta & Taisigue, 2014). El factor de
bioconcentracion es el cociente entre la proporcién de la concentracion del
metal en la raiz y érganos aéreos sobre la concentracion total en el suelo

(Garcia-Gallegos et al., 2011; Ruiz Huerta & Armienta Hernandez, 2012).
1.2.12.2. Factor de translocacion

La translocacion de contaminantes en una planta, es una técnica de
acumulacion, las plantas trasloca el metal desde sus raices a diversas partes
de su estructura, generalmente a la biomasa aérea, cuando la planta es
hiperacumuladora, el nivel de contaminante en esta es superior al del suelo
(Mendieta & Taisigle, 2014). El factor de translocacion para metales en las
plantas es calculado como la concentracion en la parte aérea dividida entre
la concentracién en la raiz (Ruiz Huerta & Armienta Hernandez, 2012; Torres,
2018).
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

2.1. AREA DE ESTUDIO

La investigacion se realizo en el invernadero de la Facultad de Ciencias Biologicas,
ubicado en la parte posterior del Observatorio Meteorolégico de la Universidad
Nacional de San Antonio Abad del Cusco, en la ciudad y provincia del Cusco. El
experimento se desarroll6 usando 45 envases, distribuidos de acuerdo al disefio

experimental, los cuales contenian a las plantas de Helianthus annuus.
2.2. MATERIALES

2.2.1. Material biolégico

e Semillas de Helianthus annuus

e Plantones de Helianthus annuus de 30 dias de edad

e Micorriza MYCOSYM TRI-TON (Glomus intraradices)
2.2.2. Material de campo

e Malla Raschell

e Fitotoldo

e Suelo de cultivo

e Tierra negra

e Termdmetro ambiental

e Higrémetro

e Planchas germinadoras

2.2.3. Material de laboratorio
e Bolsas ziploc
e Balanza gramera
e Balanza de platillo
e Depdsitos de 8 L. de capacidad (macetas)
e Palade jardin
e FEtiquetas

e Reglade 30 cm
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2.2.4.

2.3.

2.3.1.

2.3.2.

e Implementos de bioseguridad (guantes de latex, protector buconasal, lentes de
seguridad)

e Mandil

e Microscopio

e Portaobjetos

e Cubreobjetos

e Mechero

e Agua destilada

e KOH

e Acido Clorhidrico

e Azul de metileno

e Lactoglicerol

Contaminantes
e Acetato de Plomo trihidratado (400, 800, 1200 y 1600 ppm)

METODOLOGIA
Andlisis fisico y quimico del suelo de cultivo

Conforme al protocolo propuesto, el suelo estaba destinado a ser contaminado
experimentalmente para obtener los resultados del proceso de biorremediacién.
Antes de contaminar los suelos con plomo se realizé un perfil del sustrato a
utilizar, estas muestras fueron analizadas en el Laboratorio de Suelos y Aguas de
la Facultad de Agronomia de la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM).

Germinaciéon de semillas, colonizacibn micorriticas en raices vy

contaminacion de suelos.

Procedimiento de Inoculacién de Glomus intraradices en raices de

Helianthus annuus

Desinfeccion de semillas de Helianthus annuus con Hipoclorito de sodio al 4.95%
disuelto en 1 litro de agua.
Inoculacién de las micorrizas de la especie Glomus intraradices en las raices de

Helianthus annuus, procedente de MYCOSYM TRI TON y de semillas de girasol.
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Colocar las semillas (120 semillas) en macetas de 3 kg de capacidad, junto con
0.5 g de MYCOSYM TRI TON, para que puedan proliferar las micorrizas en las
raices desde la germinacion.

La germinaciéon de las semillas se dio en 10 dias, se obtuvieron 80 semillas
germinadas, de estas se escogieron las que presentaban caracteristicas

biométricas similares.
Porcentaje de colonizacién micorritica

A los 40 dias de la germinacién de las semillas, se seleccionaron 45 plantulas
de similares caracteristicas biométricas, para la observacion de la colonizacién

micorritica en sus raices.

Para poder realizar la observacion de la colonizacion micorritica, se procedio a

usar la metodologia de clareo y tincion de raices de Phillips & Hayman (1970).

Las raices de Helianthus annuus frescas se lavaron hasta eliminar los restos de
tierra de las mismas, luego fueron sumergidas en una solucién de Hidroxido de
Potasio al 10%, y se calentaron a 90 °C durante 1 hora, se realizaron 3
repeticiones de este proceso.

Para eliminar la totalidad de pigmentos, se sumergieron las raices en H20: al
10% durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo, las raices se lavaron con

agua destilada, para eliminar todos los residuos de H20x.

Posterior a este proceso, se agreg6 Acido clorhidrico al 1% por 15 minutos mas,
para poder acidificar el medio. Después se retird6 el &cido y se agrego el
colorante, azul de metileno con lactoglicerol, se calenté durante 10 minutos, a

llama directa de mechero.

Finalmente, se realizaron los montajes de las raicillas, cada una de 1lcm de

longitud en portaobjetos, para la observacion en microscopio.
Se realizaron 3 réplicas por cada planta, con 5 fragmentos de raiz cada una.

Para obtener el porcentaje de colonizacion, se empleé la siguiente formula:
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] L # de segmentos colonizados
Porcentaje de colonizacion total = x 100
# de segmentos totales

Preparacion de suelos y contaminaciéon de los suelos de cultivo con el

Acetato de Plomo Trihidratado

El suelo de cultivo fue previamente tamizado para poder airearlo y eliminar las
particulas de mayor tamafio, se dejé secando al aire libre durante 30 dias, para
gue los microorganismos presentes en este sean eliminados.

Transcurridos los 30 dias se procedié a pesar 5 kg de suelo en cada depdsito
(baldes de 8L de capacidad).

Para realizar la etapa de contaminacion de los suelos, ya en el Laboratorio de
suelos de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, se procedié a calcular las
concentraciones de plomo en base al peso molecular del Acetato de plomo

trinidratado, el cual tiene la siguiente férmula:

Pb (C2H302) 2 x 3H20

Una vez calculada la concentracion de Acetato de plomo trihidratado, se
pesaron las cantidades de contaminante para cada uno de los tratamientos,
en una balanza gramera de 0,1 a 500 g de capacidad, como se observa en
la tabla 1.

Concentracion de Gramos Pb/kg ~ Gramos Pb/5 Kg

Plomo
| 400 ppm | 0.73 g | 3.66 g |
800 ppm 1469 7.32 ¢
1200 ppm 2.19¢g 1098 g
1600 ppm 2.92 9 14.64 g

Tabla 1. Cantidad de Acetato de Plomo Trihidratado por Kg de suelo de
cultivo, y cantidad aplicada para 5 kg de tierra.
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Después del pesado, se mezcldo el suelo de cultivo con las diferentes
concentraciones de Acetato de plomo trihidratado, las que fueron distribuidas de

forma randomizada.

Transplante de plantas de Helianthus annuus al suelo de cultivo

contaminado

Las plantas se trasplantaron a los envases con el suelo previamente
contaminado, este procedimiento se realizé en el invernadero de la Facultad de
Ciencias Biologicas

Dentro del invernadero, se dispusieron un total de 45 envases, distribuidos en 3

bloques de 15 cada uno, completamente randomizados.

Figura 3. Distribucién en bloques randomizados de plantulas de Helianthus annuus con el
contaminante.
Bloque 1 analizado a los 40 dias, Bloque 2 analizado a los 80 dias y Bloque 3 analizado a los
120 dias. En cada bloque se observan 3 unidades experimentales por tratamiento.

39



2.3.3.

Seguimiento del crecimiento y desarrollo de las plantas de Helianthus

annuus

El riego de las plantas de Helianthus annuus se realizo interdiario, durante los 4
meses que durd el experimento, aplicando 200 ml de agua libre de cloro (el agua
se almacend en un bidén de 25 litros de capacidad con un dia de anticipacion

para que el cloro pudiera evaporarse).

El registro de los datos meteoroldgicos se realiz6 semanalmente mediante el uso
de un formato en el cual se consignaron la temperatura maxima y minima, la
humedad relativa, para poder conocer las condiciones meteorologicas al interior

del invernadero.
Parametros biométricos

Los envases con las plantas de Helianthus annuus fueron trasladados del
invernadero al laboratorio C-220 de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, en donde

se comenzd con la toma de datos.

Cada blogue de plantas de Helianthus annuus fue analizado a los 40, 80 y 120
dias respectivamente de manera estandarizada, tomandose en cuenta la
longitud de raices y tallo, peso de raices y tallo, ademéas del numero de foliolos

de cada planta.

Primero se retiraron de cada envase las plantas junto con el suelo contaminado,
se pesaron 500 g de suelo contaminado y se almacenaron en bolsas Ziploc, con
el respectivo rotulo de identificacion de la muestra. Se limpio el exceso de tierra
de las raices, y estas fueron medidas y posteriormente pesadas, para luego ser
almacenadas en bolsas Ziploc con el respectivo rétulo de identificacion de la
muestra. Las hojas del tallo fueron contabilizadas y registradas en cuadros de
datos, conjuntamente con la longitud y peso del tallo, para luego ser
almacenadas en bolsas Ziploc con el respectivo rotulo de identificacion de la

muestra.
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2.3.4.

Todas las muestras fueron enviadas al Laboratorio de Suelos y Aguas de la
Facultad de Agronomia de la Universidad Nacional Agraria La Molina, para la

realizacion del Analisis de Espectrometria de Absorcion Atomica.
Andlisis de Espectrometria de Absorcién Atémica

Los niveles de Plomo residual en el suelo, y los absorbidos por la zona radicular
y foliar fueron determinados mediante un analisis de Espectrometria de
Absorcion Atomica, dicho analisis se realizé en el Laboratorio de Agua y Suelos

de la Facultad de Agronomia de la Universidad Nacional Agraria La Molina.
Procedimiento:

De acuerdo a la metodologia descrita por el Laboratorio de Aguas y Suelos, los
andlisis fueron realizados en un Espectrofotémetro de Absorcion Atémica UV-
VIS.

1. Se procede a deshidratar las muestras (raiz, tallo y hojas), en una estufa a
70° por 48 horas.

2. Una vez secadas las muestras se realiz6 la molienda y el pesado.

3. Se obtuvo 0,5-1 gr de muestra, la cual fue sometida a digestion con acido
nitrico percloérico durante 1 hora.

4. Los extractos foliares y radiculares fueron aforados a 25 ml de agua
destilada, y sometidos en espectrofotdmetro.

5. Para las muestras de suelos, la digestion fue realizada en Peroxido de
hidrogeno al 30% y acido sulflrico concentrado.

6. Posterior a la digestion se prepararon los estandares de plomo para obtener
la curva de calibracion y finalmente se procedio a realizar la medicion en el

espectrofotometro de absorcion atbmica UV-VIS.
a. Determinacién del Factor de Bioconcentracion

El Factor de bioconcentracion (BCF) , permite medir la capacidad de
captacion de un metal pesado por la planta, con respecto a la concentraciéon

en el suelo (Medina Marcos & Montano Chavez, 2014).
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Dicho factor se determiné en base a lo propuesto por Olivares & Pefia (2009)

mediante la siguiente formula:

BCFRraiz = [metal]raiz / [metal]suelo

BCFagrea = [metal]agrea /[metal]suelo

Donde:
BCFraiz: Factor de Bioconcentracion en raiz
BCFac¢rea: Factor de Bioconcentracién en 6érganos aéreos
[metal]raiz: Concentracion de metal solo en la raiz en mg/kg
[metal]a¢rea: Concentracion de metal solo en érganos aéreos en mg/kg

[metal]suelo: Concentracion de metal en el suelo en mg/kg
b. Determinacion del Factor de Translocacién

El Factor de translocacion (TF) es el cociente de la concentracion de metales
pesados en Organos aéreos Yy la zona radicular, para conocer el potencial

biorremediador de la planta (Olivares & Pefia, 2009).

Se determiné en base a la formula establecida por Zhang et al. (2002) y por

Olivares & Pefa (2009) , la cual es:

TF= [m eta”aérea/[m etal]raiz

Donde:
TF: Factor de Translocacion
[metal]a¢rea: Concentracion de metal en los 6rganos aéreos en mg/kg.

[metal]raiz: Concentracion de metal en la raiz en mg/kg.
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2.3.5. Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados en el programa STATGRAPHICS
CENTURION 18 mediante ANOVA Multifactorial, con un nivel de confianza de
95% (p<0.05), ya que este programa estadistico es empleado para comparar

varios grupos de variables cuantitativas.
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a)

Anélisis de ANOVA multifactorial

En esta prueba se realiza un analisis de una cierta variable numérica continua,
llamada variable respuesta y variables categoéricas F1, . . ., Fn, llamadas
factores (Hocking, 2013). Esta prueba nos permite saber si existe una relacién
0 no. Los factores utilizados son las variables: suelo, raiz y érganos aéreos.
Para la prueba se utiliza un intervalo de confianza del 95%, bajo las siguientes

hipétesis:

Ho: EIl tratamiento basado en el uso de la asociacion micorritica Glomus
intraradices en suelo, raiz y érganos aéreos de Helianthus annuus no
influye en descontaminacion de suelos.

Ha: El tratamiento basado en el uso de la asociacidbn micorritica Glomus
intraradices en suelo, raiz y 6rganos aéreos de Helianthus annuus influye

en descontaminaciéon de suelos.

En caso los resultados son significativos (p>0.05), se realizara una prueba

Post Hoc de Tukey y la prueba LSD de Fisher.

b) Prueba de Tukey

Es una prueba estadistica utilizada en conjunto con ANOVA, esta prueba se
usa para contrastar un numero variado de comparaciones. Dado que el
analisis de varianza cause un efecto significativo, la prueba de Tukey provee
un nivel de significancia cuando los tamafios de las muestras son iguales,
ademas se basa en la construccion de intervalos de confianza de las
diferencias por pares. Si entre estos incluyen un 0, entonces no se rechaza

la hipotesis nula (Hocking, 2013).

Diferencia minima significativa (LSD) de Fisher

La prueba LSD (Least significant difference) de Fisher es una prueba de
comparaciones multiples. Permite comparar las medias de los t niveles de un
factor después de haber rechazado la Hipétesis nula de igualdad de medias
mediante la técnica ANOVA. Con este método existe un riesgo del 5% al
decir que cada par de medias es significativamente diferente, cuando la

diferencia real es igual a 0.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. RESULTADOS
4.1.1.Anélisis fisico y quimico del suelo de cultivo

Se observan los analisis por el Laboratorio de Suelos y Aguas de la Facultad de
Agronomia de la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM), se obtuvo

los resultados de los analisis fisicos y quimicos resumidos en la Tabla 2.

Tabla 2. Resultado de los analisis fisicos y quimicos del suelo de cultivo.

ANALISIS MECANICO

CONDUCTIVIDAD oH e Caco3
ELECTRICA ARENA  LIMO ARCILLA TEXTURA % %
% % %
131 61.06  29.28 9.66 Franco 739 1824 1.02

arenoso

Nota: Laboratorio de Agua, Suelo, Medio ambiente y Fertirriego UNALM

Los componentes del suelo se presentaron de la siguiente manera: arena
61.06%, limo 29.28% vy arcilla 9.66%, por lo cual la textura del suelo viene a ser
Franco arenoso. Ademas posee un pH ligeramente alcalino (7.39) con una
conductividad eléctrica de 1.31 dS/m, lo cual significa que es un suelo

ligeramente salino.
4.1.2. Porcentaje de la colonizacion micorritica en las raices de girasol

Los resultados de la colonizacion micorritica en las plantas de Helianthus
annuus. En la tabla 3 se presentan los porcentajes de colonizacion micorritica
en cada una de las plantulas. La divisién se realizé por los 3 blogues aleatorios
(Bloque 1, Bloque 2 y Bloque 3) y los tratamientos a los que fueron sometidos
(A, B, C, D, E). Se se puede observar el porcentaje de colonizacion de las raices

de Helianthus annuus, por parte de las micorrizas Glomus intraradices, con
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42.67% en promedio de todas las plantas, siendo la E1 del primer bloque la que
obtuvo un menor porcentaje de colonizacion, el cual fue de 32%, y el D3 del
primer bloque el que mayor colonizacion presentd, ascendiendo a 46%.

Tabla 3. Porcentaje de colonizaciéon de HMA en raices de
Helianthus annuus.

% COLONIZACION TOTAL

MUESTRA 1
1 BLOQUE 2BLOQUE 3 BLOQUE
I Al I 44% I 41% I 43% I
A2 41% 42% 43%
A3 43% 44% 42%
Bl 44% 43% 44%
B2 45% 43% 45%
B3 44% 44% 41%
C1 43% 45% 45%
C2 40% 44% 44%
C3 44% 45% 44%
D1 41% 43% 42%
D2 43% 45% 39%
D3 46% 43% 45%
El 32% 43% 40%
E2 42% 42% 42%
E3 37% 45% 40%

4.1.3.Parametros biométricos

El crecimiento de las plantas de Helianthus annuus, present6 variaciones de
acuerdo a la concentracion de plomo a la que fue expuesta cada plantula. Los
resultados obtenidos nos permiten observar los datos obtenidos por el

monitoreo por dias, tratamiento y por érgano donde el plomo fue absorbido.

46



En la Figura 4, se muestra una comparativa de la longitud de los tallos (en cm),
en los 4 tipos de tratamiento ademas del patrén, durante los 120 dias que duro
el experimento. A los 40 dias, se observa que las plantas a las que se les aplico
1200 y 1600 ppm, presentan un crecimiento menor en comparacion con los

demas tratamientos y con el patron.

Figura 4. Valores promedio de la Longitud de tallo (cm) de Helianthus annuus, en base al control y a
los 4 tratamientos empleados.

Alos 80 dias se ve que la variacion entre plantas es bastante ligera, presentando
valores similares, lo cual se puede interpretar como, que el tratamiento no
provoca un dafio mayor en el desarrollo de las plantas, ya que las longitudes
son similares en comparacion con el patron. A los 120 dias se muestra una
variabilidad ligera en el crecimiento de las plantas, lo que significa que el
tratamiento al que fueron sometidas, aparentemente no representé un dafio

mayor.

Con respecto al peso del tallo, en la figura 5 se observa la comparativa entre los

pesos de los tallos de las plantas sometidas a los 4 tratamientos mas el patrén.
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A los 40 dias, el peso en los tallos de todas las plantas, no presenta una

variacion significativa.

Figura 5. Valores promedio del Peso del tallo (g) de Helianthus annuus, en base al controly a los 4
tratamientos empleados.

A los 80 dias, los valores de los pesos en las raices de las plantas que fueron
sometidas a los 4 tipos de tratamiento, fluctian de manera minima. A los 120
dias, la diferencia entre pesos, es mas notoria, todas las plantas sometidas a
tratamiento, presentan valores mucho menores que los patrones, siendo mas

evidente en aquellas con 1200 y 1600 ppm de plomo.

En cuanto a la raiz, en la figura 6 se observa la longitud de las raices (en cm)
para los 4 tratamientos mas el patron, durante los 120 dias de duracion
experimental. A los 40 dias, se observa que el desarrollo de las raices es similar
en todas las plantas, a diferencia del tallo, las raices presentaron una mayor
variacion en su longitud, en los 4 tipos de tratamiento a los 80 y 120 dias de
experimento, lo cual puede ser causado por el contacto directo que tenian con

el plomo.
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Figura 6. Valores promedio de la Longitud de la raiz (cm) de Helianthus annuus, en base al control y a
los 4 tratamientos empleados.

Con respecto al promedio del peso (en gramos), como se observa en la figura 7,
presentd una comparativa de los pesos de las raices de todas las plantas
sometidas a los 4 tratamientos mas los patrones. A los 40 dias, al igual que en
las demas figuras, la variacién es minima, en comparaciéon con los patrones. A
los 80 dias, la diferencia entre las plantas sometidas al tratamiento de 400 y 800
ppm y los patrones es pequeiia, en cambio en las plantas que fueron sometidas
al tratamiento de 1200 y 1600 la diferencia es un poco mayor. A los 120 dias, al
igual que en el caso del peso de los tallos, la diferencia de los patrones con las
plantas sometidas a tratamiento es grande, siendo mucho mayor con aquellas

gue fueron sometidas a 1200 y 1600 ppm de plomo.

Finalmente, en la figura 8 se resume en un grafico de barras sobre el nUmero de
hojas en cada planta sometida a tratamiento ademas de los patrones. A los 40
dias, la diferencia entre cada una de ellas y con respecto a los patrones, era no

muy alta, ademas de que no se presentaron alteraciones morfoldgicas.
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Figura 7. Valores promedio del peso de la raiz (cm) de Helianthus annuus, en base al control y a los 4
tratamientos empleados.

A los 120 dias, se puede observar una mayor diferencia entre las plantas
sometidas a tratamiento y los patrones, en estas Ultimas, la variacion entre ellas
no es significativa, en cambio, en las demas plantas se puede ver que en
aquellas que fueron contaminadas con mayor cantidad de plomo, el nUmero de
hojas es menor que en los patrones, en las que fueron sometidas a 400 y 800
ppm, no existe mucha similitud en cantidad de hojas, el niumero es fluctuante.
En esta etapa del experimento, comenzaron a evidenciarse cambios en la
morfologia, se vieron algunas plantas que tenian 2 o 3 flores, otras tenian las
hojas con manchas blancas, otras simplemente se comenzaron a secar, Sin
existir un patron para determinar su presencia en las plantas, ya que tanto las
plantas con 400 ppm como las que tenian 1200 ppm presentaron las mismas
alteraciones, esto se debe a la interferencia del plomo en el proceso de
fotosintesis, solo los patrones no presentaron ningun tipo de variacion

morfoldgica.
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Figura 8. Valores promedio del nimero de hojas de Helianthus annuus, en base al control y a los 4
tratamientos empleados.

Una tabla extensa de los resultados obtenidos de las mediciones biométricas
realizadas a las plantas de Helianthus annuus se presentan en la tabla 4 en el
ANEXO B.

4.1.4.Concentracion de plomo en los suelos de cultivo

Los resultados en base al Analisis de Espectrometria de Absorcién Atomica
realizados en el Laboratorio de Suelos y Agua de la UNALM en la tabla 5 en el
ANEXO B.

En la figura 9 se presenta los resultados del primer bloque de plantas, que
corresponde a los primeros 40 dias de evaluacion, se puede observar las
variaciones de concentracion de plomo en las plantas sometidas a los 4

diferentes tratamientos.
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Figura 9. Comparativa de concentracion de plomo en suelo, raiz y 6rganos aéreos, a los 40 dias de
tratamiento.

En todos los tratamientos, se presentan niveles variables de plomo en las
raices, evidenciandose la fitorremediacion parcial de los suelos, en los 6érganos
aéreos, se observan cantidades menores de plomo, lo que significa que este no
logré migrar en cantidades altas desde las raices. La planta C3, no se

desarrollo, por lo cual no se puede evaluar la fitorremediacion.

Para los 80 dias, se puede visibilizar una variacion con respecto al primer
periodo de tiempo, la absorcién de plomo por parte radicular de la planta es
menor en comparacion a los resultados de los 40 dias. Como se observa en la
figura 10, los 6rganos aéreos presentan una cantidad minima de plomo,
indicando que no hubo una migracién significativa del metal.
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Figura 10. Comparativa de concentracién de plomo en suelo, raiz y 6rganos aéreos, a los 80 dias de
tratamiento.

A los 120 dias se observa una menor absorcién por parte de las raices, en parte
puede deberse al tiempo al que fueron expuestas las plantas al plomo. En la
figura 11 se puede observar que, al igual que en los anteriores periodos de
tiempo hubo una fitorremediacion parcial de los suelos. Nuevamente se puede
observar presencia de plomo en los 6rganos aéreos, en cantidades ligeramente

mayores en comparacion a los 40 dias.

La menor cantidad de plomo registrada en suelos del tratamiento B a lo largo
de todo el experimento fue de 200.27 ppm, mientras que la mas alta fue de
386.59 ppm, para las raices, la mas baja fue de 96.31 ppm, y la mas alta fue de
221.99 ppm, para los érganos aéreos, la concentracion mas baja fue de 0.001,

y la mas alta fue de 81.89.

Para el tratamiento C, se presenta de la siguiente manera, en suelo, la
concentracion mas baja fue de 410.05 ppm, y las mas alta fue de 891.67 ppm,

para las raices, la cantidad mas baja fue de 179.65 ppm, y la mas alta fue de
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442.86 ppm. En el caso de los 6rganos aéreos, la concentracion mas baja fue
de 0.001 y la més alta fue de 50.45.
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Figura 11. Comparativa de concentracion de plomo en suelo, raiz y érganos aéreos, a los 120 dias de
tratamiento.

En el caso del tratamiento D, la concentracién mas baja de plomo en el suelo
fue de 651.01 ppm y la mas alta fue de 1297.60 ppm, para las raices, la
concentracion mas baja fue de 99.82 ppm y la mas alta fue de 610.11 ppm, en
los 6rganos aéreos, la concentracidbn mas baja fue de 0.001 y la mas alta fue
de 118.71 ppm.

Para el dltimo tratamiento, el D, las concentraciones fueron en el siguiente
orden, para el suelo, la menor fue de 605.47 ppm, y la mayor fue de 1475.09
ppm, en las raices, la menor absorcion de plomo fue de 126.27 ppm y la mayor
fue de 963.60 ppm, en los 6rganos aéreos, la mas baja fue de 0.001 y la mas
alta fue de 276.37 ppm.
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a. Factor de Bioconcentracion

A los 40 dias de tratamiento, se observa que el T1, T2 y T4, presentaron por
lo menos uno de sus BCFraiz mayor a 1, solo el T3 presento todos sus valores
menores a 1, para el BCFa¢rea, €N NiNgUN caso se presentan valores mayores
a 1, lo cual indicaria que el metal no se acumula en grandes cantidades en

los 6rganos aéreos, pero si en las raices.

A los 80 dias de tratamiento, s6lo uno de los tratamientos presentd BCFraiz
mayor a 1, el cual fué el E3 perteneciente al T4, todos los demas presentaron
valores de BCFriz menores a 1, a diferencia del anterior periodo de tiempo,
en este caso el metal no se acumula en grandes cantidades en la raices,
para BCFa¢rea, todos los tratamientos presentaron valores menores a
>0.0001, lo cual, corrobora que el metal no se acumula en grandes

cantidades en los 6rganos aéreos.

A los 120 dias de tratamiento, ninguna de las plantas presenté BCFraiz mayor
a 1, lo que indica que las raices no acumulan grandes cantidades de metal,
para BCFasrea, al igual que BCFraiz ninguna de las plantas present6 valores
mayores a 1, lo cual indica que los 6rganos aéreos no acumulan grandes

cantidades de metal.

Los resultados obtenidos por muestra y tratamiento se encuentran en la
tabla 6 del ANEXO B.

b. Factor de Translocacién

En los resultados obtenidos solo un tratamiento (D2 de T3) mostré TF mayor
a 1, esto indica que casi el total de los tratamientos presentaron una baja
translocacion de plomo en Helianthus annuus. Los resultados obtenidos por

muestra y tratamiento se encuentran en la tabla 7 del ANEXO B.
4.1.5.Analisis estadistico

En cuanto a los valores obtenidos por las pruebas de ANOVA multifactorial se

obtuvieron los siguientes resultados por variable:
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a. Suelo (Control)

Del andlisis de varianza al 95% de confianza se acepta la hipétesis alterna
(p=0.0000), es decir, el tratamiento basado en el uso de la asociacion
micorritica Glomus intraradices en raices de Helianthus annuus influye en
descontaminacion de suelos, los resultados se presentan en la tabla 8 del
ANEXO B.

A través de un analisis de medias de minimos cuadrados (tabla 9 del ANEXO
B) y en la figura 12 se observa que a una concentracién de plomo de 400
ppm se obtiene mejores resultados en la descontaminacion, resultando en

promedio 283.61 ppm (los valores fluctian entre 152 ppm a 415 ppm).

Figura 12. Medias obtenidos de la variable suelo al 95.0% Fisher LSD de Tukey.

A una concentracion de 800 ppm, el promedio de plomo residual en el suelo
es de 632 ppm, con resultados que fluctian entre 501 ppm y 764 ppm.

A una concentracion de 1200 ppm, el promedio de plomo residual en el suelo
es de 922 ppm, con resultados que fluctian entre 791 ppm y 1054 ppm.
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Finalmente, para una concentracion de 1600 ppm, el promedio de plomo
residual en el suelo es de 1074 ppm, con resultados que fluctian entre 942

ppmy 1205 ppm.

En cuanto a las interacciones detectadas, se identificaron 3 grupos
homogéneos, segun la alineacion de las X's en columnas en la tabla 11 del
ANEXO B, se puede apreciar que cada par de medias es significativamente

diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.

En la figura 13 se puede observar que el tratamiento a 400 ppm por 40 dias
fue el mas efectivo, pues se observa que en ese periodo de tiempo el nivel
de plomo residual en el suelo fue menor en comparacién con los periodos de
80 y 120 dias. En el tratamiento de 800 ppm, de igual manera se observa
qgue a los 40 dias, el nivel de plomo en el suelo es menor en comparacion

con los periodos de 80 y 120 dias.

Figura 13. Interacciones Suelo-Tiempo.

Para el tratamiento de 1200 ppm también se observa que los niveles de
plomo son menores en comparacion con los periodos de 80 y 120 dias.
Finalmente, el tratamiento con 1600 ppm, al igual que en los anteriores
casos, se observa que, a los 40 dias, los niveles de plomo residual en el suelo

son significativamente menores en comparacion con los periodos de 80y 120
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dias, por lo que el tiempo 6ptimo para la cosecha de Helianthus annuus seria

a los 40 dias.

. Raiz

Del andlisis de varianza al 95% de confianza se acepta la hipétesis alterna
(p = 0.0002), es decir, el tratamiento basado en el uso de la asociacion
micorritica Glomus intraradices en raices de Helianthus annuus influye en
descontaminacion de suelos, los resultados se presentan en la tabla 12 y del

ANEXO By se observan en la figura 14.

Figura 14. ANOVA para Raiz.

A través del andlisis de medias de minimos cuadrados (tabla 13 del ANEXO
B) y en la figura 15 se observa que a una concentracién de plomo de 400
ppm presentd un mayor nivel de absorcion de plomo por parte de la raiz, con
un promedio de 169.19, y con resultados que oscilan entre 42.70 y 295.56,
el tratamiento expuesto a 800 ppm también presenta un nivel aceptable de
absorcion de plomo con un promedio de 262.41 ppm con resultados que
oscilan entre 135.99 ppm y 388.83 ppm. En el caso del tratamiento de 1200
ppm, el promedio de absorcién de plomo es de 384.82 ppm y resultados

oscilan entre 258.40 ppm y 511.23 ppm.
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Figura 15. Medias obtenidos de la variable raiz al 95% Fisher LSD de Tukey.

Finalmente, para el tratamiento a 1600 ppm, también se observa un nivel de
absorcion relativamente alto con respecto a la cantidad inicial de plomo en el
suelo, con un promedio de 613.52 ppm y resultados que oscilan entre 487.11

ppmy 739.94 ppm.

En cuanto a las interacciones detectadas, de acuerdo a la tabla 14 y tabla 15
del ANEXO B, se observa que hubo diferencias significativas en los
tratamientos aplicados, la cantidad de plomo absorbido por parte de la raiz
fue diferente entre los tratamientos de 400 ppm y los de 1200 y 1600 ppm, lo
cual fue causado en gran parte por la cantidad de plomo al que fueron
expuestas las raices de las plantas con mayor concentracién de plomo. En
los tratamientos de 400 ppm y 800 ppm la diferencia no fue significativa, con
niveles de absorcion de plomo similares por parte de la raiz. la diferencia
entre los tratamientos de 800 ppm y 1200 ppm no fue significativa con niveles
similares de absorcion de plomo entre ambos tratamientos, sin embargo, la
diferencia entre los tratamientos de 800 ppm y 1600 ppm si fue significativa,

evidenciandose mayor absorcién en el tratamiento expuesto a 1600 ppm.
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Finalmente, en los tratamientos expuestos a 1200 ppm y 1600 ppm, también
se observa una diferencia significativa, la absorcion de plomo fue mayor en

las raices expuestas a 1600 ppm que en las expuestas a 1200 ppm.

Como se observa en la figura 16, los tratamientos expuestos a 400 ppm, 800
ppm, 1200 ppm y 1600 ppm analizados en un periodo de 40 dias, fueron las
gue presentaron mayor absorcion a nivel radicular. El periodo de 80 dias es
el segundo con mayores niveles de plomo absorbido por la raiz de Helianthus
annuus, en los 4 tratamientos aplicados, y el periodo de 120 dias fue el que
registr06 menores valores de absorcién, como se pudo analizar en las
caracteristicas morfolégicas de las plantas, aquellas que fueron evaluadas
en el periodo final, comenzaron a presentar alteraciones en la morfologia, lo

que podria indicar una falla en los tejidos de las plantas.

Figura 16. Interacciones Raiz.
c. Organos aéreos

Del andlisis de varianza al 95% de confianza se acepta la hipétesis alterna
(p = 0.0403), es decir, el tratamiento basado en el uso de la asociacion
micorritica Glomus intraradices en raices de Helianthus annuus influye en
descontaminacion de suelos, los resultados se presentan en la tabla 16 y del

ANEXO By se observan en la figura 17.
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Figura 17. ANOVA para Organos Aéreos.

A través del analisis de medias de minimos cuadrados (tabla 17 del ANEXO
B) y en la figura 18 se observa que los tratamiento de 400 ppm, 800 ppm y
1200 ppm y 1600 ppm presentan similitud en la cantidad de plomo registrado
en los organos aéreos de acuerdo a las medias de cada tratamiento, las
cuales son 34.15 ppm, 21.08 ppm, 37.78 ppm y 75.15 ppm.

De acuerdo a los resultados esperados, las plantas expuestas a 800 ppm de
plomo, fueron las que presentaron menor cantidad de plomo en 6rganos
aéreos, oscilando entre 5.57438 ppm y 47.7439 ppm, y el tratamiento que
presentd una mayor cantidad de plomo en 6rganos aéreos fue el de 1600

ppm, con una media de 75.15 ppm, con valores entre 48.49 ppm y 101.81
ppm.
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Figura 18. Medias obtenidos de la variable Organos Aéreos al 95% Fisher LSD de Tukey.

De acuerdo a la tabla 18 y tabla 19, los tratamientos de 400 ppm, 800 ppm,
y 1200 ppm presentaron niveles similares de absorcion de plomo por parte
de organos aereos, en el caso del tratamiento de 1600 ppm los niveles de

plomo en organos aereos fueron mayores.

En la figura 19, se observa similitud entre los resultados de los tratamientos
de 800 y 1200 ppm durante los periodos de 40 y 120 dias, también se puede
observar que, durante el periodo de 120 dias, las cantidades de plomo
absorbido por los érganos aéreos no presenta una variacion significativa en

los tratamientos de 400, 800 y 1200 ppm.

En base a los resultados esperados, el periodo de 80 dias fue en el cual la

migracion de plomo de la raiz a los 6rganos aéreos fue practicamente nula.
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Figura 19. Interacciones Raiz.
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5.- DISCUSION

Por medio de los analisis fisicos y quimicos del suelo de cultivo, se obtuvo un suelo
entre neutro y ligeramente alcalino (pH de 7.39) lo cual para Arévalo & Castellano
(2009) permite una mejor solubilidad de los nutrientes y de metales pesados en el
suelo. Ademas el porcentaje de materia organica era alto, con un 18.24%, esto
permitié una buena aireacién del suelo, mayor permeabilidad, mejor capacidad para
almacenar y suministrar agua para el desarrollo de las raices. Se resalta que la
materia organica presente en los suelos promueve la formacién de complejos
organometalicos, caracteristica que no fue favorable durante el desarrollo de este
proyecto. La salinidad del suelo reportada en base a lo descrito por Porta Casanellas
et al. (2019), este resultado implica que el suelo no presenta dificultades para

absorber agua y otros nutrientes.

En cuanto a la determinacion de la colonizacién microrritica se observé que los
porcentajes variaron entre 37% y 43%, esto puede deberse a que las micorrizas
empleadas fueron un producto comercial. En base a lo descrito por Koomen et al.
(1987), el nivel de fésforo presente en un suelo determina la colonizacién por parte
de las micorrizas, cuando este elemento tiene una baja presencia, habra un bajo
nivel de fosfolipidos en las membranas, lo cual produce una mayor exudacion y se
estimula la colonizacion micorritica. En este proyecto la composicién del (Fosforo

de 57.95 ppm), lo cual favorecié la colonizacién de las micorrizas.

En cuanto a los pardmetros biométricos obtenidos, debido a los cambios
observados en las plantas a medida que pasaba mas tiempo. En base a lo
observado en el experimento, el tiempo mas prudente para la cosecha fue a los 40
dias cuando comenzo la floracion de las plantas, coincidiendo con lo reportado por
Rios et al. (2014) debido a que durante esta etapa la actividad fitorremediadora de

las plantas es mas efectiva.

La variacion de pesos y longitudes de raices y tallos en el periodo de 120 dias
comparado con los periodos de 40 y 80 dias, se presume es causada por el
prolongado tiempo de exposicion de las plantas al metal contaminante, como se ve

en el estudio realizado por XxXxxxxxx, que presenta resultados similares, esto se

64


https://www.zotero.org/google-docs/?b8tksv
https://www.zotero.org/google-docs/?b8tksv
https://www.zotero.org/google-docs/?TVFJls
https://www.zotero.org/google-docs/?TVFJls

debe a que las plantas reducen el desarrollo de biomasa aerea como una medida
para combatir los dafios sistemicos causados por el plomo, como la fotosintesis

principalmente.

En cuanto a la concentracion de plomo en los suelos de cultivo, en todas las plantas
se ve que la concentracion total (suelo, raiz y 6rganos aéreos) es mayor a la que se
colocé al inicio del experimento. Esto se debe a la cantidad de materia organica que
estaba presente en el suelo, hace que este funcione como una especie de “esponja”,
por la formacion de complejos organometalicos lo cual inmoviliza o reduce la

fraccion biodisponible para las plantas.

Con respecto al factor de bioconcentracion obtenido reportamos que Helianthus
annuus en asociacién con Glomus intraradices no se presenta como una planta
hiperacumuladora de plomo, pero si como fitorremediadora de suelos contaminados
con plomo. En comparacion con el factor de translocacion (TF) donde casi el total
de los tratamientos presentaron una baja translocacion de plomo en Helianthus
annuus, lo cual puede deberse a la accion de las micorrizas, pues la glomalina,
proteina presente en los HMA, actla como un estabilizante de metales pesados en

las raices. El bajo valor de TF, también puede deberse a la alta toxicidad del metal.

Se comprob6 que la asociaciébn micorritica (Glomus intraradices) y el girasol
(Helianthus annuus) fueron efectivas para la fitorremediacion de suelos
contaminados con plomo a través la prueba estadistica de ANOVA multivariadas,

con un valor p < 0.05, en todos los tratamientos y periodos estudiados.

En cuanto a la absorcion de plomo en los érganos estudiados, se sometié los
factores raiz y 6érganos aéreos a la misma prueba estadistica obteniendo un valor
significativo en ambos casos (p = 0.0002 y p = 0.0403 respectivamente),
comprobando que metal fue retirado del suelo y fue almacenado en estos 6rganos
en cada tratamiento y periodo estudiados. Se comprobé ademas que la raiz fue la
que presentd una mejor capacidad de absorcion de plomo, bajo 40 dias de

tratamiento.

Los resultados se asemejan a los obtenidos por otros investigadores en que la

asociacion micorritica (Chibuike & Obiora, 2014) con girasol (Helianthus annuus)
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es efectiva en la extraccion del plomo de suelos contaminados (Vargas Mufioz,
2013) asi como también en otros modelos vegetales, especialmente en los 6rganos
aéreos (Ortiz-Cano et al., 2009; Paiva, 2015; Trejo-Calzada et al., 2013) y raices
(Leon Menacho, 2017; Martell, 2014; Rivera & Lé&zaro, 2017). Analizando a
diferentes concentraciones se obtiene un valor estandarizado para efectivizar el
potencial fitorremediador del girasol y de otras plantas (Chavez Rodriguez, 2014).
Ademas se comprob6 que bajo condiciones controladas de invernadero es posible
fitorremediar suelos contaminados tanto experimentalmente (Beltrdn-Villavicencio,
2001) como suelos o relaves de mineria (Jara-Pefia et al., 2014), obteniendo
resultados similares a los estudios realizados con aguas residuales contaminadas

con plomo (Lama Segura, 2018).
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CONCLUSIONES

Las plantas de girasol (Helianthus annuus), cuyas raices fueron inoculadas con
Hongos Micorriticos (Glomus intraradices) fueron efectivas para la
fitorremediacion de suelos contaminados con plomo, a mediano plazo. Las
micorrizas de la especie Glomus intraradices, colonizaron en promedio menos

del 50% de las raices de Helianthus annuus.

El valores del factor de Bioconcentracién (BCF) obtenidos (en promedio menor
a 1) indican que Helianthus annuus en combinacion con Glomus intraradices es
un fitoestabilizador de suelos contaminados y no se acumula en grandes

cantidades en los 6rganos aéreos.

El factor de Translocacion (TF) obtenidos (en promedio mayor a 1) indican que
Helianthus annuus en combinacion con Glomus intraradices, lo cual significa

gue reduce la migracion de metales pesados de las raices a los 6rganos aéreos.
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RECOMENDACIONES

Para futuras investigaciones en el campo de la fitorremediacion, se recomienda
la siembra directa de las semillas de Helianthus annuus en el suelo
contaminado, debido a posible pérdida durante el trasplante de algunas de las

plantulas.

Realizar estudios con otros tipos de hongos micorricicos arbusculares en

condiciones diferentes.

Realizar ensayos de fitorremediacion de suelos y también de aguas usando

otros metales pesados.

Implementar los laboratorios de la universidad con los insumos quimicos
necesarios para realizar andlisis como el de espectrometria de absorcion

atdmica en sus instalaciones.
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ANEXOS

ANEXO A: Galeria de fotos

Figura 20. Micorrizas de la especie Glomus Figura 21. Llenado de los baldes de 5 L. de
intraradices de la marca Mycosym Triton. capacidad con suelo de cultivo.
Figura 22. Etiquetado de los baldes con las Figura 23. Distribucion randomizada de las
plantulas trasplantadas. plantulas de girasol.
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Figura 24. Finalizado el trasplante de las plantulas Figura 25. Proceso de secado de la tierra negra para
de girasol. Su posterior contaminacion.

Figura 26. Tamizado de la tierra negra. Figura 27. Eliminacion de piedras y otros elementos
extrafios de la tierra negra.
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Figura 28. Limpieza de las raices de los plantones Figura 29. Preparacion para pesado de 5 kg de
de girasoles. tierra negra para cada maceta.

Figura 30. Pesado de los 5 kg de tierra negra para  Figura 31. Asistente de campo con los implementos
cada maceta. de bioseguridad para la manipulacion del Acetato de
Plomo Trihidratado.
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Figura 32. Célculo del Acetato de Plomo Figura 33. Pesado del Acetato de Plomo

Trihidratado de acuerdo a la concentracion Trihidratado de acuerdo a la concentracién
requerida para cada planta. requerida para cada planta.

Figura 34. Seleccion de las plantulas por Figura 35. Plantulas que tenian similares
caracteristicas biométricas. caracteristicas biométricas.
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Figura 36. Mezclado de los 5 kg. de tierra negra con Figura 37. Monitoreo de los plantones de girasol

el Acetato de Plomo Trihidratado. durante los 40 dias del experimento.
Figura 38. Monitoreo de los plantones de girasol Figura 39. Crecimiento de flores en los plantones
durante los 40 dias de duracion del experimento. de girasol en el experimento.
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Figura 40. Monitoreo de los plantones de girasol Figura 41. Monitoreo de los plantones de girasol

durante los 80 dias de duracién del experimento. durante los 120 dias de duracioén del experimento.
Figura 42. Monitoreo de crecimiento de flores de Figura 43. Monitoreo de crecimiento de flores de
girasol. girasol contaminadas con plomo.
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Figura 44. Monitoreo de girasoles que sus flores no  Figura 45. Alteraciones morfoldgicas en los foliolos
maduraran. de los plantones de acuerdo a la concentracion del
contaminante.

Figura 46. Alteraciones morfoldgicas en toda la Figura 47. Alteraciones morfoldgicas en las hojas
plantula de acuerdo a la concentracion del de los plantones de acuerdo a la concentracion del
contaminante. contaminante.
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Figura 48. Pesado de las muestras de raicesy zona  Figura 49. Muestras de tierra, raices y zona aérea

aérea de los girasoles. de los girasoles.
Figura 50. Observacion del crecimiento de las Figura 51. Medicién de la longitud del tallo de los
raices de los girasoles. girasoles.
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Figura 52. Modificaciones morfologicas en el tallo Figura 53. Modificaciones morfologicas en las

de los girasoles. inflorescencias de los girasoles.
Figura 54. Modificaciones morfolégicas en las Figura 55. Modificaciones morfologicas en los
plantulas de los girasoles. sépalos de los girasoles.
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Figura 56. Medicion de la longitud de las raices de  Figura 57. Pesado de las muestras de hojas y tallos
los girasoles. de los girasoles.

93



ANEXO B: Tablas de resultados

Tabla 4. Resultados de los parametros biométricos

PARAMETRO DE

TRATAMIENTO

i TIEMPO CONTROL T1 | T2 T3 T4
AL A2 A3 Bl B B Cl C2 €3 DI D2 D3 EL E2 E3
' ' s0dias 385 422 480 344 451 503 532 487 O 423 379 410 310 342 356
Longit‘;gm‘j)e Tallo g5 gias 80.L 765 836 848 750 937 741 708 950 783 847 962 706 843 851
120dias 1104 1007 1052 1025 871 874 733 806 O0* 906 808 815 985 855 O
' " 40dias 164 150 123 134 154 172 133 156 O* 134 13 146 102 124 127
Longitéjc%c;e Raiz 80 dias 472 507 525 402 436 478 457 425 430 365 328 304 29 326 333
120 dias 541 504 491 396 377 325 384 205 0 253 181 235 256 262 O
' " 40 dias 14 11 12 10 15 19 17 13 o+ 17 16 20 12 16 16
NGmero de Hojas 80 dias 23 25 20 17 15 20 15 16 20 17 18 20 17 16 20
120 dias 24 21 22 15 18 23 18 17 o0+ 17 20 21 20 20 O
' " 40dias 540 521 583 496 551 611 630 565 0 544 508 533 449 461 470
Peso tallo (g) 80 dias 1325 1436 1381 1154 1218 1312 1247 1123 1460 1351 120.2 1387 1223 119.0 123.9
120dias 1831 1642 1439 1432 1244 1125 1024 1125 0* 1313 1112 1187 1613 1385 0.0
' " 40dias 253 214 194 183 227 215 206 224 O 213 226 214 152 186  17.2
Peso raiz (g) 80 dias 56.0 63.6 61.7 445 523 55,5 548 583 56.0 485 45.2 445  40.3 45.7 47.4
120 dias 80.1 921 903 645 587 503 551 453 0 367 400 37.8 325 333 O

Nota: *No se registraron los valores debido a que las plantas no llegaron a desarrollarse
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Tabla 5. Concentracion de plomo en raices, érganos aéreos y suelo, a los 40, 80 y 120 dias, en base a 4 diferentes concentraciones.

T1 T2 T3 T4
TIEMPO  ORGANOS (400 ppm) (800 ppm) (1200 ppm) (1600 ppm)
I
B1 B2 B3 c1 c2 c3 D1 D2 D3 E1 E2 E3
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Suelo 200.27 313.91 22928 47472 41005 8272 766.89 773.67 767.26 60547 817.61 1075
20 DIAS Raiz 221.99 11423 19881 396.69 442.86 0 542.98 52598 564.67 858.06 963.6  582.33
Organos o 46 3776 337 4645  43.65 0 5544 5272  60.67 27637  59.1 121
Aéreos
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Suelo 20477 28549 38659 619.26 619.23 773.36 1156.37 999.15 788.36 1419.27 1088.58 770.19
20 DIAS Raiz 144.99 20509 9631  307.8 344.04 179.65 22079 34248 55655 404.72 691.77 957.63
OArgf‘e”OOSS 0001 0001 0001 0001 0001 0001 0001 0001 0001 0001 0001  0.001
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Suelo 28212  266.98 293.03 55142 527.03 891.67 651.01 111595 1297.6 1228.81 1188.07 1475.09
190 DIAS Raiz 186.49 2065 147.66 334.43 356.24 0 610.11  99.82 0 439.81 49753 12627
OArgfe”OO: 5137  56.14 8189 4921 5045 0 525 11871 0 81.48  61.08 77.3
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Factor de bioconcentracion y translocacién

Tabla 6. Factor de bioconcentracion en raices y 6rganos aéreos.

Concentracion

Parte Tratamiento Muestra
400 ppm 800 ppm 1200 ppm

B1 1.10845 0.49188 0.66103
T1 B2 0.36389 0.71838  0.77347
B3 0.86711 0.24913  0.50391
c1 0.83563 0.49704  0.60649
T2 c2 1.08001 0.55559  0.67594

c3 0 0.23230 0

Raiz

D1 0.70803 0.19093  0.93717
T3 D2 0.67985 0.34277  0.08945

D3 0.73596  0.70596 0
El 1.41718 0.28516  0.35792
T4 E2 1.17856  0.63548  0.41877
E3 0.54170 1.24337  0.08560
B1 0.23199 >0.00001 0.18209
T1 B2 0.12029 >0.00001 0.21028
B3 0.14698 >0.00001 0.27946
c1 0.09785 >0.00001 0.08924
T2 c2 0.10645 >0.00001 0.09573

Organos c3 0 >0.00001 0
Aéreos D1 0.07229 >0.00001 0.08064
T3 D2 0.06814 >0.00001 0.10638

D3 0.07907 >0.00001 0
El 0.45646 >0.00001 0.06631
T4 E2 0.07228 >0.00001 0.05141
E3 0.11256 >0.00001 0.05240

Tabla 7. Factor de translocacion.

Tratamiento

Muestra

Concentracion

400 ppm 800 ppm 1200 ppm

B1 0.20929 >0.00001 0.27546

T1 B2 0.33056 >0.00001 0.27186
B3 0.16951 >0.00001 0.55458
c1 0.11709 >0.00001 0.14715

T2 c2 0.09856 >0.00001 0.14162
C3 0 >0.00001
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ANOVA - Suelo

Tabla 7. Factor de translocacion.

D1 0.10210 >0.00001 0.08605
T3 D2 0.10023 >0.00001 1.18924

D3 0.10744 >0.00001 0

El 0.32209 >0.00001 0.18526
T4 E2 0.06133 >0.00001 0.12277

E3 0.20779 >0.00001 0.61218

Tabla 8. Analisis de Varianza Multifactorial para Suelo

SUMA DE CUADRADO .

FUENTE CUADRADOS GL MEDIO RAZON-F VALOR-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Tratamiento 3280020 3 1093340 29.91 0
B:Tiempo 287326 2 143663 3.93 0.0334
INTERACCIONES
AB 173048 6 28841.3 0.79 0.5873
RESIDUOS 877360 24 36556.7

Tabla 9. Medias por Minimos Cuadrados para Suelo con intervalos de

confianza del 95.0%

ERROR LIMITE LIMITE

NIVEL CASOS MEDIA EST. INFERIOR SUPERIOR
Media global 36 728.354
TRATAMIENTO
400 9 283.604 63.733 152.066 415.142
800 9 632.660 63.733 501.122 764.198
1200 9 922.918 63.733 791.380  1054.460
1600 9 1074.230 63.733 942.694  1205.770
TIEMPO
40 12 605.111 55.194 491.196 719.026
80 12 765.885 55.194 651.970 879.800
120 12 814.065 55.194 700.150 927.980
TRATAMIENTO POR TIEMPO
400,40 3 247.820 110.388 19.990 475.651
400,80 3 322.283 110.388 94.453 550.114
400120 3 280.710 110.388 52.880 508.541
800,40 3 570.657 110.388 342.826 798.487
800,80 3 670.617 110.388 442.786 898.447
800120 3 656.707 110.388 428.876 884.537
1200,40 3 769.273 110.388 541.443 997.104
1200,80 3 977.960 110.388 750.129  1205.790
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1200120
1600,40
1600,80
1600120

1021.520
832.693
1092.680
1297.320

110.388
110.388
110.388
110.388

793.689

604.863

864.849
1069.490

1249.350
1060.520
1320.510
1525.150
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Tabla 10. Resultado de Multiple Rangos para Suelo por Tratamiento.

MEDIA SIGMA GRUPOS

TRATAMIENTO CASOS Ls LS HOMOGENEOS

400 9 283.604 63.7327 X
800 9 632.66 63.7327 X
1200 9 922.918 63.7327 X
1600 9 1074.23 63.7327 X

Nota: 95 % LSD

Tabla 11. Contraste de Mdltiple Rangos para Suelo por Tratamiento.

CONTRASTE SIG. DIFERENCIA +- LIMITES
400 - 800 * -349.056 186.023
400 - 1200 * -639.313 186.023
400 - 1600 * -790.628 186.023
800 - 1200 * -290.258 186.023
800 - 1600 * -441.572 186.023
1200 - 1600 -151.314 186.023

Nota: * indica una diferencia significativa.
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ANOVA - Raiz

Tabla 12. Andlisis de Varianza Multifactorial para Raiz

FUENTE CSAL\JIQ/IF':\ADDEOS GL CUQESIAODO RAZON-F VALOR-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Tratamiento 997416 3 332472 9.85 0.0002
B:Tiempo 244759 2 122379 3.62 0.0421
INTERACCIONES
AB 226820 6 37803.3 1.12 0.3806
RESIDUOS 810369 24 33765.4

Tabla 13. Medias por Minimos Cuadrados para Raiz con intervalos de
confianza del 95 %

NIVEL CASOS MEDIA ERROR LIMITE LIMITE

EST. INFERIOR SUPERIOR
Media global 36 357.469
TRATAMIENTO
400 9 169.119 61.2512 42.7024 295.535
800 9 262.412 61.2512 135.996 388.829
1200 9 384.82 61.2512 258.403 511.237
1600 9 613.524 61.2512 487.108 739.941
TIEMPO
40 12 451.017 53.0451 341.537 560.497
80 12 370.985 53.0451 261.505 480.465
120 12 250.405 53.0451 140.925 359.885
TRATAMIENTO POR TIEMPO
400,40 3 178.343 106.09 -40.6165  397.303
400,80 3 148.797 106.09 -70.1632 367.757
400120 3 180.217 106.09 -38.7432 399.177
800,40 3 279.85 106.09 60.8902 498.81
800,80 3 277.163 106.09 58.2035 496.123
800120 3 230.223 106.09 11.2635 449.183
1200,40 3 544,543 106.09 325.583 763.503
1200,80 3 373.273 106.09 154.313 592.233
1200120 3 236.643 106.09 17.6835 455.603
1600,40 3 801.33 106.09 582.37 1020.29
1600,80 3 684.707 106.09 465.747 903.667
1600120 3 354.537 106.09 135.577 573.497
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Tabla 14. Resultado de Mdltiple Rangos para Raiz por Tratamiento.

MEDIA SIGMA GRUPOS
TRATAMIENTO CASOS s S HOMOGENEOS
400 9 169.119  61.2512 X
800 9 262412  61.2512 XX
1200 9 38482  61.2512 X
1600 9 613.524  61.2512 X

Nota: 95 % LSD

Tabla 15. Contraste de Mdltiple Rangos para Raiz por Tratamiento.

CONTRASTE SIG. DIFERENCIA +- LIMITES
400 - 800 -93.2933 178.78
400 - 1200 * -215.701 178.78
400 - 1600 * -444.406 178.78
800 - 1200 -122.408 178.78
800 - 1600 * -351.112 178.78
1200 - 1600 * -228.704 178.78

Nota: * indica una diferencia significativa.
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ANOVA - Organos Aéreos

Tabla 16. Analisis de Varianza Multifactorial para Organos Aéreos

FUENTE CSAL\JIQ/IF':\ADDEOS GL CUQESIAODO RAZON-F VALOR-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Tratamiento 14541.2 3 4847.08 3.23 0.0403
B:Tiempo 32789.7 2 16394.9 10.92 0.0004
INTERACCIONES
AB 16491.3 6 2748.55 1.83 0.1354
RESIDUOS 36038.6 24 1501.61

Tabla 17. Medias por Minimos Cuadrados para Organos Aéreos con
intervalos de confianza del 95.0%

NIVEL CASOS MEDIA ERROR LIMITE LIMITE

EST. INFERIOR SUPERIOR
Media global 36 42.0406
TRATAMIENTO
400 9 34.147 12.9169 7.48784 60.8062
800 9 21.0848 12.9169 -5.57438  47.7439
1200 9 37.7826 12.9169 11.1234 64.4417
1600 9 75.1481 12.9169 48.489 101.807
TIEMPO
40 12 69.4433 11.1863 46.3558 92.5308
80 12 0.001 11.1863 -23.0865 23.0885
120 12 56.6775 11.1863 33.59 79.765
TRATAMIENTO POR TIEMPO
400,40 3 39.3067 22.3727 -6.86835 85.4817
400,80 3 0.001 22.3727 -46.174 46.176
400120 3 63.1333 22.3727 16.9583 109.308
800,40 3 30.0333 22.3727 -16.1417 76.2084
800,80 3 0.001 22.3727 -46.174 46.176
800120 3 33.22 22.3727 -12.955 79.395
1200,40 3 56.2767 22.3727 10.1016 102.452
1200,80 3 0.001 22.3727 -46.174 46.176
1200120 3 57.07 22.3727 10.895 103.245
1600,40 3 152.157 22.3727 105.982 198.332
1600,80 3 0.001 22.3727 -46.174 46.176
1600120 3 73.2867 22.3727 27.1116 119.462
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Tabla 18. Resultado de Mdltiple Rangos para Organos Aéreos por
Tratamiento.

MEDIA SIGMA GRUPOS
TRATAMIENTO CASOS Ls LS HOMOGENEOS
400 9 21.0848 129169 X
800 9 34.147 129169 XX
1200 9 37.7826 12.9169 X
1600 9 75.1481 12.9169 X

Nota: 95 % LSD

Tabla 19. Contraste de Mdltiple Rangos para Organos Aéreos por
Tratamiento.

CONTRASTE SIG. DIFERENCIA +- LIMITES
400 - 800 13.0622 37.7017
400 - 1200 -3.63556 37.7017
400 - 1600 * -41.0011 37.7017
800 - 1200 -16.6978 37.7017
800 - 1600 * -54.0633 37.7017
1200 - 1600 -37.3656 37.7017

Nota: * indica una diferencia significativa.
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ANEXO C: Tabla de datos metereoldgicos

H.

SEMANA DIA T. MIN T. MAX T. MEDIO RELATIVA
35-2019  24/08/2019 4.5 25.2 14.9 72
36-2019  31/08/2019 2.3 23.2 12.8 69
37-2019  07/09/2019 5.1 22.4 13.8 73
38-2019  14/09/2019 4.2 22.8 135 72
39-2019  21/09/2019 4.3 251 14.7 70
40-2019  28/09/2019 5.6 24.3 15.0 73
41-2019  05/10/2019 6.4 22.0 14.2 68
42-2019  12/10/2019 4.7 23.7 14.2 72
43-2019  19/10/2019 8.1 22.4 15.3 75
44-2019  26/10/2019 7.2 25.1 16.2 74
45-2019  02/11/2019 6.9 24.8 15.9 73
46-2019  09/11/2019 9.3 22.0 15.7 78
47-2019  16/11/2019 8.8 21.9 15.4 82
48-2019  23/11/2019 8.7 21.8 15.3 77
49-2019  30/11/2019 7.6 241 15.9 71
50-2019  07/12/2019 9.5 215 155 78
51-2019  14/12/2019 7.6 22.2 14.9 76
52-2019  21/12/2019 8.0 21.6 14.8 77
53-2019  28/12/2019 10.2 21.2 15.7 74
1-2020 04/01/2020 10 211 15.6 80
2-2020 11/01/2020 7.2 21.7 145 80
3-2020 18/01/2020 7.0 20.4 13.7 76
4-2020 25/01/2020 7.4 21.3 14.4 81
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