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Resumen

Pese a la elevada contaminacion de plomo en el suelo, hay muchas especies vegetales
que han desarrollado estrategias para prosperar bajo condiciones adversas, lo cual las
convierte en especies potenciales para ser utilizadas en procesos de fitorremediacion. En
este estudio, se recolectaron 37 muestras vegetales de 12 sitios localizados en la ciudad
de La Oroya y lago Junin (departamentos de Cerro de Pasco y Junin - Per(), lugares con
pasivos mineros, seleccionando 2 especies pertenecientes a los géneros Calamagrostis y
Nicotiana para su cultivo bajo 3 niveles de plomo 700 ppm, 1000 y 1200 ppm, debido a
su elevada concentracion de plomo encontrada en campo (3180 ppm radicular y 143
ppm aérea, y 1883 ppm en flores y 2136 ppm en Tallos respectivamente). Junto a estas
fue cultivado Vetiver (Vetiveria zizanoides) a fin de comparar su potencial
fitorremediador con el de las especies nativas mencionadas en invernadero bajo un
disefio factorial con nivel de significancia de 0.01% durante 60 dias en la Universidad
Agraria - Lima. Del estudio se concluy6 que la Nicotiana tiene un mejor potencial de
fitorremediacion por su desarrollo de biomasa aérea, la elevada concentracion de
biomasa (276.7 ppm en zona radicular, y 96.5ppm en zona aérea), extraccion del metal
(0.3 mg de Pb), capacidad de natural de translocar el metal hacia las partes aéreas e
inmovilizacion del metal en la raiz (Factor de Translocacion: 0.39) y a su mejor
adaptacion a otras condiciones climaticas. Se pudo corroborar también la hipdtesis de
que las plantas nativas son las mas adecuadas para fitorremediar espacios naturales.
Estos resultados podrian mejorarse con condiciones climéaticas mas favorables para las
especies nativas asi como un mayor tiempo de evaluacién. Podria incluirse también
algunos otros metales pesados en la evaluacion a fin de determinar si estas plantas

pueden usarse para fitorremediar suelos con contaminacion polimetéalica.

Palabras claves: Especies acumuladoras, Calamagrostis, Nicotiana, Vetiveria
zizanoides, factor de translocacion, biodisponibilidad de metal pesado, lixiviado,

bioacumulacion, biomagnificacion, especiacion.



Abstract

Despite the high pollution of lead in soils, there are many plant species that have
developed strategies to grown under adverse conditions, making them potential species
for phytoremediation purposes. In this study, they were collected 37 plant samples in 12
points located in La Oroya and la Junin Lake, departments of Cerro de Pasco and Junin
— Peru, places with environmental liabilities, selecting 2 species of the genus of
Calamagrostis and Nicotiana for their cultivation under 3 levels of lead pollution 700
ppm, 1000 ppm and 1200 ppm, due to the high concentration of lead found during field
evaluation (3180 ppm roots and 143 ppm air biomass, y 1883 ppm in flowers and 2136
ppm in shoots respectively). With these ones, it was cultivated Vetiveria zizanoides in
order to compare its potential for phytoremediation with the native species above
mentioned in greenhouse under a factorial design with a level of significance of 0.01%
during 60 days in the Agraria University — Lima. It was concluded from this study that
Nicotiana has the best potential for phytoremediation due to its development of air
biomass, high concentration of lead in the biomass (276.7 ppm in roots and 96.5 ppm in
shoot and leaves), extraction of metal (0.3 mg of Pb), natural capacity of translocation
of lead into the air biomass and immobilization of it in the root (Translocation factor
FT: 0.39), and a better adaptation to different weather conditions. It was confirmed the
hypothesis that native species are the most appropriated for phytoremediation of natural
areas. The results obtained can be improved with weather conditions more favorable for
native species and more time for evaluation. It could be included as well the evaluation
of other heavy metals in order to determine if those native plants can be used in

phytoremediation of those ones in polluted soils.

Keywords: Accumulator species, Calamagrostis, Nicotiana, Vetiveria zizanoides,
Translocation factor (FT), bioavailability of heavy metals, leaching, bioaccumulation,

biomagnification, speciation.



I. Introduccion

La mineria antigua en el Per(d ha dejado muchos pasivos que la poblacion
continta pagando en la actualidad. Segin el MEM (Ministerio de Energia y
Minas) el saldo de pasivos es de cerca de 7000 localizados principalmente en la
Sierra peruana. Casos embleméticos como los reportados en La Oroya y su
elevada contaminacion por plomo de alrededor de 3177 ppm en suelos (Reuer et
al., 2012), son tan solo una muestra de lo que ha dejado a su paso una actividad
que durante mucho tiempo trabajo sin el mayor cuidado ni respeto a las
poblaciones locales y al medio ambiente. Asi mismo, la tradicion minera del pais
apunta a un incremento en el nimero de concesiones y posterior actividad
minera. En los proximos afios por ejemplo se proyecta inversiones que superan
los US$ 53,000 millones con proyectos mineros en Cuzco, Cajamarca,
Moquegua, Tacna, Ica, Lima, Arequipa, Junin, Piura, Ancash, Huancavelica y
Lambayeque (MEM). Estos proyectos luego de su actividad requeriran del
tratamiento de las areas afectadas con contaminantes (Reglamento para el cierre

de minas - MEM) de una manera facil, poco costosa y amigable con el ambiente.

Uno de los retos a los que nos enfrentamos como profesionales es el hecho de
encontrar formas de recuperar los ecosistemas dafiados a fin de que no sigan
causando mas problemas a la salud humana y a los ecosistemas, asi como
proponer soluciones de remediacién de las nuevas zonas de uso minero. Muchos
métodos para este fin se han desarrollado y se vienen investigando, sin embargo,
la mayoria de las metodologias usadas tienen un elevado costo y demandan
movilizaciones de terreno para ser tratado ex-situ, asi como la aplicacion de
agentes quimicos que pueden generar problemas adicionales de contaminacion.
Es por esto que se hace necesaria la busqueda de formas alternativas de

remediacion de suelos que sean de facil uso y costo.

Bajo este contexto, la fitorremediacion o tratamiento con plantas, aparece como
una potencial solucion de remediacion de suelos contaminados por metales
pesados. Si bien es cierto, estas tecnologias biologicas tienen como principal
desventaja el tiempo que puede tardar su puesta en marcha y la visualizacion de

sus resultados, no implican una alteracion del medio local; son métodos de



tratamiento in-situ, amigables con el ambiente y poco costosos (Eapen y
D'Souza, 2005). Asi mismo, muchas especies vegetales nativas de zonas
contaminadas que han desarrollado a lo largo del tiempo cierta resistencia y
tolerancia a estos contaminantes, pueden convertirse en candidatas para
programas de fitorremediacion, ahorrando el tiempo que normalmente toma la

adaptacion de especies foraneas al area a tratar.

El presente estudio tiene como objetivo principal determinar la capacidad
fitorremediadora de especies de flora nativa encontradas en zonas de
contaminacion por plomo, esto debido a que su uso seria el mas adecuado por
haber desarrollado mecanismos de tolerancia al metal. Para este fin, se

consideraron los siguientes objetivos especificos:

e Seleccionar en campo de las especies nativas que se desarrollan en zonas
contaminadas con plomo, para luego ser cultivadas en condiciones de
invernadero.

e Caracterizar el contaminado con el fin de remediarlo con las especies
nativas seleccionadas.

e Evaluar su crecimiento bajo 3 distintos niveles de plomo: 700 ppm, 1000
ppm y 1200 ppm, y calcular variables indicadoras de su potencial

fitorremediador.

Un aporte adicional de este estudio radica en la posibilidad utilizar estas especies
nativas en programas de rehabilitacion de pasivos mineros o para planes de
cierre de minas de manera que el terreno afectado se pueda asemejar al paisaje

original antes de ser afectado por la actividad minera.



Il. Revisién de Literatura

2.1 Contaminacioén de Suelos

En términos generales puede definirse al suelo como un ente tridimensional vivo
compuesto de materiales inorgdnicos como minerales, agua y aire, que
contempla una fraccién organica, ademéas de micro y macrofauna encargados de
la degradacion de la materia en el suelo. Normalmente en el suelo se encuentran
en equilibrio muchas sustancias organicas e inorganicas que podrian
considerarse peligrosas para el hombre, y sélo cuando estas sustancias alcanzan
niveles que ponen en riesgo la salud humana y el de los ecosistemas, se habla de

contaminacion del suelo.

Si bien muchas de las sustancias contaminantes pueden encontrase en forma
natural en el suelo, muchas de ellas tienen como fuentes principales las
actividades humanas como la mineria, la explotacion petrolera, actividades
agricolas, industriales, inclusive las actividades en las ciudades a traves del mal
manejo de los residuos sélidos y aguas residuales, entre otros (Maqueda, 2003).
Dentro de las principales sustancias contaminantes se incluyen a los metales
pesados como el plomo, cromo, arsénico, zinc, cadmio, cobre, mercurio y

niquel, siendo el plomo el objeto de estudio del presente trabajo.

En el Perd, la contaminacion de los suelos debido a metales pesados es un
aspecto importante debido a la tradicion minera existente en el pais desde
tiempos ancestrales. Es sabido que hasta antes de 1990, fecha en que se
promulga el cddigo del medio ambiente en Perq, la legislacion relativa a asuntos
ambientales era escasa, acarreando como consecuencia problemas de

contaminacion de aire, agua y suelo, y afectando la salud de la poblacion.

Un caso emblematico y persistente de contaminacion de suelos en el Per( es la
Oroya. En esta ciudad, desde 1922 se realizan actividades de fundicion de
metales, siguiendo 3 circuitos metaldrgicos: cobre, zinc y plomo. El plomo asi
como otras sustancias son emitidos dentro del proceso propio de una fundicion,

y al ser un elemento pesado, luego de contaminar el aire, se depositan en el suelo



donde se acumulan e ingresan a la cadena alimenticia donde podrian magnificar

su poder contaminante de un nivel a otro (Cederstav y Barandiaran, 2002).

2.2 Plomo y sus efectos

El plomo es un contaminante mayor en el ambiente y que genera gran
preocupacion para la salud humana y los ecosistemas (Ortiz et al., 2009) debido
a que por peso molecular tiende acumularse en suelos, sedimentos y cuerpos de
agua en forma rapida (Sharma y Shanker, 2005), y a permanecer en el ambiente

como un contaminante atmosférico.

En el caso de los humanos, este metal puede ingresar al cuerpo por medio de
diversas vias tales como la inhalacion de aire con particulas de plomo o el
consumo de agua y alimentos contaminados. Segun estudios, se ha determinado
que los sintomas de una exposicion a plomo varian desde ligeros dolores de
cabeza, irritabilidad y dolor abdominal hasta sintomas relacionados con el
sistema nervioso (Jarup, 2003). Lo méas preocupante es que los efectos de la
exposiciéon al plomo son visibles tanto a largo como a corto plazo, y no es
necesaria la exposicion a muy elevadas concentraciones para presentar sintomas.
Asi por ejemplo, se ha demostrado que una larga exposicion a metales pesado en
bajas concentraciones tiene una relacién a la generacién de tumoraciones
cancerigenas (Zhao et al., 2014), siendo el cancer al pulmén y al estomago los
mas reportados (Mushak, 2011b). Es muy mencionada la disminucién de la
capacidad intelectual en nifios debido a la exposicion prolongada a plomo
(Jarup, 2003), asi como desordenes neuropsiquiatricos como deficiencia de
atencion y comportamiento antisocial (Bellinger, 2008). Asi mismo, se ha
asociado la reduccion de la capacidad reproductiva a la exposicion a plomo
(Bellinger, 2008), asi como otras enfermedades del tipo cardiovascular en
adultos (Mushak, 2011a).

Para el caso de las plantas, el sintoma predominante en plantas no tolerantes al
plomo es un severo retraso en su crecimiento, menor peso de las raices y
aparicion de nuevos brotes en la planta (Verma y Dubey, 2003), debido a la

alteracion de actividad enzimatica, asi como de la nutricién mineral y el balance
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hidrico, afectando en general el estado hormonal y celular. También, es marcada
la disminucién en los niveles de fotosintesis, especialmente en la fase 11 de este
proceso debido a la inhibicion del transporte de electrones (Miles et al., 1972),
con la consecuente reduccion en la acumulacion de carbohidratos producto

principal de la fotosintesis (Huang et al., 1974).

En muchos estudios se ha observado el proceso de bioacumulacion y
biomagnificacion de plomo a través de la cadena alimenticia, encontrandose, por
ejemplo, que existe una trasferencia de Pb desde aguas contaminadas hacia el
ganado ovino, acumulandose principalmente en el higado de estos animales (Cai
et al., 2009). EI mismo hecho fue reportado en gallinas a través de su ingesta de
insectos cuya base de alimentacion eran plantas localizadas en lugares
contaminados (Zhuang et al., 2009). Si bien muchos otros estudios demuestran
que el plomo tiende a decrecer en concentracién a su paso por la cadena trofica;

sus efectos no debieran ser pasados por alto.

2.3 Técnicas de Remediacion de suelos

Ante los preocupantes efectos de los metales pesados, en especial del plomo, en
la salud humana y en los ecosistemas es que se hace necesaria la busqueda de
metodologias que permitan la reduccion del contenido de metales pesados en los
principales depositarios de éstos, como el suelo, cuerpos de agua y aire.
Técnicas tradicionales de remediacion de metales pesados implican tratamientos
tanto ex situ como in situ del suelo contaminado. Dentro de los tratamientos ex
situ del suelo se contempla el lavado de suelos con agentes quelantes® del tipo
EDTA (acido etilendiaminotetraacético) u otros a fin de disolver el metal
mediante la formacion de complejos y lograr una eficiente extraccion del
contaminante (Pichtel y Pichtel, 1997) bajo condiciones controladas de pH
(Steele y Pichtel, 1998). Otros métodos incluyen el uso de procesos
electrocinéticos para promover el movimiento de los metales hacia electrodos
cargados eléctricamente (Mulligan et al., 2001). Todos estos métodos sufren de
serias limitaciones dado que implican remocion de suelo, alteracion de sus

propiedades, asi como de su micro y macro flora asociada. Una de las

! Sustancia que forma complejos con iones de metales pesados.
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principales limitaciones es el elevado costo que estas técnicas implican (Hazrat
etal.,, 2013).

En lo que respecta a las técnicas de tratamiento in situ del suelo, si bien no se
realiza remocion del suelo, estos también se basan en principios similares a los
anteriores. Dentro de las técnicas mas usadas se han identificado solidificacion
y/o estabilizacion del contaminante, vitrificacion, remediacion basada en
principios de electrocinética, estabilizacion quimica, lavado del suelo, y las méas
recientemente estudiadas, bio y fitorremediacion de suelos (Martin y Ruby,
2004).

En el siguiente cuadro (ver cuadro 1), se muestra una matriz que contempla
algunos de los criterios mas importantes para la seleccion de tecnologias de

tratamiento de suelos:

Cuadro 1: Matriz para la seleccion de tecnologias de tratamiento para compuestos
inorganicos en suelos, sedimentos y lodos.

TECNOLO- | DESARRO- FIABILI-
uso COSTOS TIEMPO
GIA LLO DAD
Tratamientos fisicoquimicos
Separacion o
o Completo Limitado Malo Regular Regular
Electrocinética
Inundacion Completo Limitado Regular Regular Regular
Lavado Completo Limitado Regular Regular Bueno
Solidificacion/ _
o Completo Amplio Bueno Bueno Bueno
Estabilizacion
Extraccion _
o Completo Amplio Regular Regular Bueno
quimica
Reduccion/
Oxidacion Completo Amplio Regular Bueno Bueno
quimica
Separacion _
. Completo Amplio Regular Regular Bueno
magnética




«continuacién»

Tratamientos Bioldgicos
Fitorremedia-
y Completo Regular Bueno Regular Malo
cion
Biorreactores
(Lixiviados o Completo Amplio Bueno Regular Regular
lodos)
Tratamientos Térmicos
Descontamina-
cion por gas Piloto Regular Bueno Malo Bueno
caliente
Incineracion Completo Amplio Malo Malo Bueno
Desorcion _
o Completo Amplio Regular Malo Bueno
Térmica
Otros Tratamientos
Excavacion y _
] L Bueno Amplio Bueno Bueno Bueno
Disposicion
Cubierta de los _
) Bueno Amplio Bueno Malo
residuos

Fuente: USEPA, 1997

Cabe resaltar que la seleccion de un método y otro también depende de las
condiciones propias del suelo contaminado, y si bien por el momento los
métodos bioldgicos como la fitorremediacion de suelos no tienen mucha
acogida, poco a poco toman mas fuerza debido a que se presentan como una
alternativa que no implica una alteracion del medio local; son métodos in-situ
amigables con el ambiente, no costosos (Alkorta et al., 2004) y puede ser
adaptado con especies propias de la zona usando sus capacidades para acumular

y/o estabilizar metales pesados.
2.4 Fitorremediacion de suelos

La fitorremediacion abarca todas aquellas técnicas de descontaminacion de
suelos basadas en el uso de plantas, las mismas que pueden tanto acumular el

elemento toxico en su estructura o reducir su peligrosidad mediante su



transformacion quimica a sustancias estables. Segun el tipo de proceso que
realicen las plantas para remediar los suelos (Carpena y Bernal, 2007), se puede

clasificar en:

— Fitoextraccion: uso de plantas acumuladoras de elementos téxicos o
compuestos organicos para retirarlos del suelo mediante su absorcién y
concentracion en las partes cosechables.

— Fitoestabilizacion: uso de plantas para reducir la biodisponibilidad de los
contaminantes en el entorno, alterando su composicién ha formas mas
estables.

— Fitoinmovilizacion: uso de las raices de las plantas para la fijacién o
inmovilizacion de los contaminantes en el suelo. Junto con la técnica
anterior se les denomina de contencion.

— Fitovolatilizaciéon: uso de plantas para eliminar los contaminantes del
medio mediante su volatilizacion.

— Fitodegradacion: uso de plantas y microorganismos asociados para
degradar contaminantes organicos.

— Rizofiltracion: uso de raices para absorber y adsorber contaminantes del

agua y de otros efluentes acuosos.

Este tipo de tecnologias relativamente recientes, presentan gran potencial en
comparacion con las tecnologias tradicionales ya que entre otras cosas, son
mucho méas amigable con el ambiente, menos costosas y pueden ser mas

facilmente aceptadas por el publico en general (Hazrat et al., 2013).

Asi mismo, presentan mayor probabilidad de éxito (Kumar et al., 2013). Si bien
esta tecnologia tiene como algunas desventajas el tiempo en visualizar los
resultados, es posible alterar algunos los factores externos que influyen en la

fitorremediacion para incrementar los resultados positivos.

2.5 Factores que influyen en la fitorremediacion de suelos

El éxito de la fitorremediacion depende de muchos factores entre los que destaca
el nivel de contaminacién del suelo, la accesibilidad de las raices a los

contaminantes (mas conocida como biodisponibilidad del metal), y la habilidad



de las plantas a interceptar, absorber, acumular y degradar contaminantes
(Vangronsveld et al., 2009) sin presentar alteraciones en su ciclo de vida (plantas

acumuladoras):

2.6.1 Nivel de contaminacion en el suelo

Uno de los factores que limita el éxito de la fitorremediacion, y que se convierte
en una de sus limitantes es el grado de contaminacion en el suelo ya que el
crecimiento de las plantas no es muy viable en suelos altamente contaminados
(Hazrat et al., 2013). En algunas investigaciones hechas con pergjil
(Petroselinum crispum) se not6 una baja y muy lenta germinacion de las
semillas bajo tratamientos con alto grado de contaminacion (disminucion del
porcentaje de germinacion de 62 por ciento a 33 por ciento en suelos con 50 y
150 ppm de Pb respectivamente con respecto al cultivo control) pese a haber
sido descrita como especie fitorremediadora en otros estudios (Maqueda, 2003).
En otros estudios también se ha reportado una disminucién de hasta el 40 por
ciento en la longitud de las raices y hasta 31 por ciento en la longitud de los
brotes en dos variedades de arroz Ratna y Jaya bajo tratamientos de 207.2 ppm
de Pb (Vermay Dubey, 2003).

Cabe resaltar que este comportamiento es en algunos casos lineal para especies
vegetales descritas como exclusoras de metal pesado (acumulan principalmente
en su raiz) es decir la absorcién del metal se mantiene hasta que se alcanza el
valor umbral de contaminante, mientras que para especies acumuladoras que
acumulan metal en la biomasa aérea, la absorcion disminuye progresivamente a

elevadas concentraciones (Alloway, 1995:193)

2.6.2 Biodisponibilidad del metal pesado

La biodisponibilidad del metal es tal vez el factor mas importante que determina
el grado de toxicidad de un contaminante, y que se convierte en un factor muy
importante para determinar la eficiencia en un proceso de fitorremediacion
(Meers, 2004-2005). Los metales pesados en los suelos pueden encontrase bajo

distintas formas: iones libres o componentes solubles, iones intercambiables
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adsorbidos en la fase solida e inorganica del suelo, particulas precipitadas o
insolubles, complejos solubles o insolubles o incorporados en la estructura
cristalina de las arcillas (Meers, 2004-2005). El metal disponible o biodisponible
estd compuesto por la fraccion que puede ser tomada por la planta de la solucién
suelo, y su abundancia esta fuertemente relacionada a factores fisicos, quimicos
y biolégicos (Chin, 2007).

a. Factores fisicos: Factores fisicos como la textura de suelo influyen
considerablemente en la biodisponibilidad del metal, relacionados a la

capacidad de enlazar y mantener en su estructura al metal.

b. Factores bioldgicos: La asociacion de microorganismos asociados a la raiz
influyen considerablemente en la biodisponibilidad del metal. Segun estudios
se ha concluido que la acumulacién de metales pesados en plantas se
incrementa considerablemente cuando se asocian a bacterias fotosintéticas o

micorrizas (Tseng, 2008).

c. Factores quimicos: Dentro de los factores quimicos se incluye el pH del
suelo y la presencia de agentes quelantes en el suelo (Chin, 2007). El pH es
considerado como el factor mas importante relacionado con la solubilidad de
los metales y su estabilidad. En términos generales, la solubilidad de los
metales y su disponibilidad se incrementa a medida que el pH del suelo
disminuye (Meers, 2004-2005). En lo que respecta a la presencia de agentes
quelantes en el suelo, estos pueden encontrase en forma natural en el suelo
(&cidos organicos de bajo peso molecular y sustancias humicas) o ser
afiadidos (como el EDTA) para incrementar la especiacién® del metal y su
disponibilidad en el suelo (Shahid et al., 2012).

En muchos estudios se ha tratado de incrementar la biodisponibilidad de los
metales mediante la adicion de EDTA, incrementando su solubilidad y su
acumulacion en las partes cosechables de las plantas (Cunningham y Ow,

1996). Otros experimentos por el contrario han buscado la reduccién de la

2 Formas quimicas de un mismo elemento.
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biodisponibilidad de los metales con la adicion de sustancias derivadas del
fésforo o hidréxidos de magnesio (Mench et al., 1994) en un proceso de
fitoestabilizacion de metales (Hettiarachchi y Pierzynski, 2004), mediante la
formacion de complejos en condiciones acidas (Miretzky y Fernandez-
Cirelli, 2008).

En lo que respecta a enmiendas organicas, muchas estan relacionadas a un
decrecimiento en la disponibilidad del metal por cuanto favorece su reaccion
con otras fracciones sélidas del suelo inmovilizdndose y entrando a una
forma menos disponible para la planta (Sik et al., 2011). Por otro lado,
acidos organicos simples como el acido citrico favorecen la movilidad de los

metales pesados exceptuando al plomo (Schwab et al., 2008).

2.6.3 Especies acumuladoras

El éxito de todo programa de fitorremediacién va de la mano con una adecuada
seleccion de especies acumuladores de metales (Salas, 2007). No todas las
plantas son aptas para realizar esta labor; sin embargo en el mundo, ya se han
identificado por lo menos 400 especies de plantas con el potencial para la
remediacion de suelos y aguas, destacandose entre ellas especies de los géneros

como Thlaspi, Brassica, Sedum alfredii H., y Arabidopsis (Igbal et al., 2008).

Estas plantas tienen la particularidad de tener un rapido crecimiento, elevado
desarrollo de biomasa, asi como gran tolerancia y capacidad de acumular
metales en las partes cosechables de la planta, condiciones que definen a una
planta como eficiente para la extraccion de contaminantes (Meyer y Verbruggen,
2012).

Existen en la naturaleza plantas que poseen una notable adaptacion a
condiciones de elevada contaminacion y son denominadas hiperacumuladoras
(Verbruggen et al., 2013), y si bien ain no se tiene muy bien detallado los
criterios para establecer a una especie como hiperacumuladora de metales (Van

der Ent et al., 2013), se toma como base que la planta acumule al menos 1000
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mg/Kg del metal en la materia seca de cualquier tejido aéreo y bajo condiciones
naturales (Salas, 2007).

Las estrategias para hacerle frente a la elevada presencia de metales pesados en
el suelo estan definidas por la genética de la planta y se ven en cierto modo
también influenciadas por el medio ambiente en el cual se desarrollan (Ovecka y
Takac, 2014). De este modo se han podido establecer algunas rutas generales
seguidas para resistir a los metales pesados, acumulacion y exclusion. La

acumulacién de plomo, que consiste en:

a) Movilizacion y absorcion del metal: que implica una acidificacion del medio
por la raiz mediante la liberacion de iones H*, de modo que se aumenta la
disponibilidad del metal, y este puede ser tomado y acumulado por la planta
mediante transporte pasivo y/o activo (Chin, 2007).

b) Quelacién en raices: EI metal una vez dentro de la raiz sufre quelacion® en el
citoplasma para ser almacenado en las vacuolas, para su posterior translocacion
a las zonas aéreas de la planta (Rascio y Navari-1zzo, 2011). Cabe resaltar que
en algunos casos solamente hay inmovilizacion en las raices, mas no
translocacion, lo cual se manifiesta en una elevada concentracion del metal en la
raiz en comparacion con la biomasa aérea de la planta (Dahmani-Muller et al.,
2000).

c) Translocacion raiz — tallo: se realiza via el xilema de la planta hasta alcanzar
el tallo y finalmente las hojas. Esto se realiza con la ayuda de acidos organicos

que facilitan su transporte (Rascio y Navari-1zzo, 2011).

d) Secuestro y detoxificacion del metal: Se ha demostrado que en las células de
las hojas, se forma especies derivadas del plomo como PbCO3 u plomo
organico, y otros compuestos como sulfatos del plomo que quedan
internalizados en las vacuolas de las hojas (Schreck et al., 2012). Por otro lado,

otras especies tienden a detoxificar el metal en las hojas por medio de su sistema

* Formacion de complejo.
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antioxidante celular (Rascio y Navari-lzzo, 2011). La segunda forma de
tolerancia a metales consiste en la segregacion de sustancias que reducen la

biodisponibilidad del metal, reduciendo su entrada (Maqueda, 2003).

Mucha investigacion se ha realizado con la finalidad de determinar y encontrar
plantas que puedan actuar como hiperacumuladoras, y que por tanto puedan ser
usadas para fitorremediacion de suelos. Asi por ejemplo, se ha determinado en
muchos estudios que la especie Vetiveria zizanioides L, 0 vetiver es una especie
con gran potencial de acumulacion que no muestra severos sintomas de dafio por
el contaminante (Pang et al., 2003). Asi mismo, esta especie posee una ventaja
adicional de poseer aceites esenciales que espantan al ganado y otros animales,
de modo que se previene el paso del compuesto tdxico a la cadena tréfica (Andra
et al., 2009).

Otros estudios se han llevado a cabo con cultivos conocidos como el caso del
girasol, donde, entre otros hallazgos, se pudo corroborar su eficiencia para
acumular metales pesados como plomo, zinc y cadmio, principalmente en las
hojas, lo cual deja libre la posibilidad del uso posterior de esta especie
(Nehnevajova et al., 2005). EI maiz por su parte tiene elevado potencial
acumulador de metales por su capacidad de formacion de abundante biomasa
aérea, acumulando plomo en raices y cadmio y zinc en las demas estructuras de
la planta (Ruiz, 2009). El tabaco también mostr6 gran potencial fitorremediador,
acumulando principalmente el metal en su biomasa aérea (Rodriguez et al.,
2006). Especies arboreas como el sauce también tiene gran afinidad a metales
pesados (Meers, 2004-2005). Si bien estas plantas consideradas
hiperacumuladoras estan siendo ampliamente utilizadas, es importante resaltar el
nuevo enfoque de los programas de fitorremediacion orientados al uso de
especies nativas, las cuales ya se encuentran adaptadas a los ambientes
contaminados a remediar, y el proceso de fitorremediacion puede llevarse a cabo

de manera més sencilla (Gerhardt et al., 2009).
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2.6 Disposicion de los sub-productos del proceso de fitorremediacion

Posterior al proceso de fitorremediacion se debe tomar especial atencién al
destino final de la biomasa que ha acumulado gran cantidad de metal y que
puede ser una nueva fuente de contaminacion para el ambiente. Algunas de las
opciones propuestas son el uso de la biomasa producida para la generacion de
energias renovables (Meers, 2004-2005).

Asi mismo, el compostaje y la combustion o gasificacion de las plantas con fines
energeéticos puede ser tomada en cuenta con las precauciones del caso para evitar
la emanacion del contaminante a la atmosfera (Ghosh y Singh, 2005). Las
plantas asi mismo puede ser deshidratas y dispuestas en rellenos sanitarios de
residuos peligrosos, o simplemente incineradas para darle un manejo posterior a
las cenizas (Panez, 2013), y de ser posible y rentable, recuperar parte del metal

extraido para otros usos.

14



I1l.  Materiales y Métodos

3.1 Descripcion de puntos de muestreo

Para la recoleccion de suelo contaminado con plomo se realizé un transecto®
sobre las zonas con conocida contaminacion por este metal en el Perd, La Oroya
y los alrededores del lago Junin (limite entre los departamentos de Cerro de
Pasco y Junin), seleccionando un total de 12 puntos de forma tal que se
obtuviera la mayor representatividad posible del area seleccionada (ver mapa del
Anexo 1), y también tomando en cuenta la accesibilidad al sitio de muestreo.
Los puntos muestreados son descritos a continuacion en el siguiente cuadro (ver

cuadro 2):

# Linea de muestreo.
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Cuadro 2: Descripcién de puntos de muestreo.

Cadigo Fecha Ubicacion C):é)ordenadjls Observaciones Registro Fotografico
Cercano al centro Predominancia de
poblado de vegetacion alto andina,
001 | 20/06/2013 Huayre, 390793 | 8778568 | ichu (Stipa ichu) y
departamento de grama (familia
Junin. Poaceae).
Muestra recolectada a
la orilla del lago Junin,
colindante con el
Cercano al Puente Bosque de Piedras. El
002 | 20/06/2013 | |, YPAMAYO. lag1q05 | g7gpa60 | Sueloesdeltipo
departamento de calizo, con abundancia
Cerro de Pasco. de cactaceas
suculentas y grama
alto andina (familia
Poaceae).
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«continuacién»

Cercano al centro

poblado de Predominancia de
003 | 20/06/2013 Ondores, 374251 | 8776118 | grama corta (familia
departamento de Poaceae).
Junin.

Muestra recolectada al
lado de la carretera
central, en el Bench
Mark (BM) 10.5. Es
un deposito aluvial,

con predominancia de

Ubicado a 14 km especies nativas como
O-H1 de la Oroya amor Seco.
21/06/2013 ' 406151 | 8720874 | (Desmodium), ichu
- 004 departamento de .
Junin. (Stipa ichu) y grama

(familia Poaceae). Se
encontrd una gran
diversidad de
vegetacion, asi como
contaminacion por
residuos solidos
domeésticos.
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«continuacién»

Ubicado a 9km de

Deposito Coluvial.

O-H2 la Oroya, -
- 005 21/06/2013 departamento de 403664 | 8723816 | Escasa vegetamon yen
. su mayoria arbustiva.
Junin.
Ubicada en la cercania
Frente a la de la Oroya (aprox. 4
O0-H3 refineria de la Km), exactamente en
21/06/2013 Oroya, 402223 | 8726140 | frente de la refineria de
- 006
departamento de la Oroya. Escasa
Junin. vegetacion y en su

mayoria arbustiva.
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«continuacién»

Ubicado cerca al Peaje
de Casaracra y cerca de
una corriente de agua.
Predominancia de
especies nativas como

306621 | 8734176 | _\Shu (Stipa ichu),
grama corta (familia
Poaceae), y de otras

especies introducidas
como kikuyo
(Pennisetum
clandestinum).

Ubicado a
aproximadamente
0-J1 12km de la Oroya.

- 007 21/06/2013 Peaje Casaracra,
departamento de
Junin.

Ubicado a 8 km de
la Oroya,
instalaciones de la

21/06/2013 |  (Universidad
Nacional Daniel
Alcides Carrién),
departamento de
Junin.

Presencia de caliza
parcialmente
metamorfoseada
(marmolina), y
vegetacion del tipo
grama (familia
Poaceae)
principalmente.

0-J2
- 008
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«continuacién»

0-J3
- 009

21/06/2013

Ubicado a 4Km de
la Oroya, Centro
poblado de
Paccha,
departamento de
Junin.

396548

8730222

Predominancia de Ichu
(Stipa ichu).

O-L1
- 010

21/06/2013

Ubicado a 15Km
de la Oroya,
cercano al Centro
poblado de
Curipata,
departamento de
Junin.

392644

8715274

Predominancia de ichu
(Stipa ichu).
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«continuacién»

O-L2

Ubicado a 10Km
de la Oroya, en el

Predominancia de
especies introducidas

21/06/2013 | mismo Curipata, | 395550 | 8719330 como kikuyo
-011 (Pennisetum
departamento de ;
. clandestinum) y
Junin. ! ’
vegetacion arbustiva.
Predominancia de
kikuyo (Pennisetum
clandestinum) e ichu
Distrito de la (Stipa ichu) (en los
O-L3 Oroya, alrededores - cerros
-012 21/06/2013 departamento de 398802 | 8723676 circundantes). En el
Junin. mismo lugar, poca

vegetacion por ubicarse
en medio de una zona
altamente poblada.
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3.2 Muestreo de Suelo y Agua

De estos puntos descritos anteriormente se realiz6 un muestreo de suelo de la capa
arable en un solo punto dado la homogeneidad del terreno (ver figura 1). Para ello,
primeramente se limpio la vegetacion superficial, y luego se tomo una muestra de
suelo de aproximadamente 1 Kg de suelo que fue almacenado en bolsas de papel.
Del punto O - H 1 - 004, se extrajo alrededor de 80 Kg de suelo para el cultivo de
las plantas en macetas, esto debido a la facilidad en el acceso a dicho punto.
Seguidamente, se procedio a la descripcion de la vegetacion predominante del sitio.
También se realizd la toma de muestra de agua (Ver Anexo 2). Cabe resaltar que en
algunos puntos no se podia acceder al cuerpo de agua, o no habia uno cerca, por lo

gue no se recolect6 agua en todos los puntos de muestreo.

Figura 1. Toma de muestra de suelo

3.3 Recoleccion de especies vegetales nativas

Para el caso de las especies vegetales, se recolectaron aquellas muestras vegetales
predominantes y que presentaron caracteristicas como una elevada produccion de
biomasa aérea, vigorosidad y madurez, las mismas que fueron almacenadas en
bolsas de papel o de pléstico para su traslado. En algunos casos fue posible la
recoleccion de semillas, pero en la mayoria de los casos se recolectaron plantones
completos para realizar propagacion por esquejes. Del trabajo de campo se

recogieron un total de 37 muestras vegetales, las cuales fueron transportadas al
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Laboratorio de Fertilidad de la Universidad Nacional Agraria La Molina (ver figura

2) para su codificacion y posterior analisis.

—

Figura 2. Muestras vegetales en Laboratorio de Fertilidad UNALM

3.4 Preparacion de muestras para estudios preliminares

Las muestras recolectadas tanto de suelo como de agua fueron enviadas al
Laboratorio de Analisis de Suelos para su caracterizacion y cuantificacion de
metales pesados (plomo) como pardmetros de referencia. Los pardmetros de

caracterizacion de suelo se explican en el siguiente cuadro (ver cuadro 3):

Cuadro 3: Parametros de Caracterizacion de suelo y agua.

VARIABLE . .
EN ESTUDIO METODOLOGIA DE MEDICION REFERENCIA
Se utilizara el método del Potenciometro para lo
cual se ejecutara los siguientes pasos.
Preparar una suspension de suelo en relacion 1:2.5
(masa / volumen).
pH Ajustar el Potenciémetro segin el manual del | \/a7quez, 2005

fabricante.

Agitar vigorosamente la suspension.

Medir el pH en la suspension en reposo.

Leer el pH luego que se alcance la estabilizacion.
Anotar los valores registrados con dos decimales.
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«continuacion»

Methods  for
Chemical
Analysis  of
. Se utilizard& el método del conductivimetro, | Water and
Conductividad .
Eléctrica medida en una pasta saturada de suelo. El | Wastes. 2th
resultado se reportard en dS m-1 a 25° C. Edition.
Cincinnati,
EPA, 1983. pp
120.1
Se utilizara una curva de titulacién de carbonatos
con una solucién de acido clorhidrico HCL en Alvarez E,
Carbonatos . .
proporcién 1:1 con sulfato de hierro FeSO, al 5 2011
por ciento.
. El contenido de materia organica del suelo sera
Materia . . 9 o Walkley y
- obtenido por el método de Oxidacion con
Organica . . Black, 1934
dicromato de potasio.
El fosfor6 sera determinado por el método de
Bray — Kurtz y Olsen por el Cristal Violeta, que
comprende dos etapas, la primera una formacion
de un complejo fosfomolibdico, producto de la
reaccion del molibdato con iones fosfatos, seguido
de la reduccién del complejo por agentes
Fosforo ACi 5rbi .
_ y reductores como é&cido ascor.blco, SnCl, gue Metodologia
Potasio produce un color azul proporcional al contenido
. . Olsen, 1954
Disponible | de fssforo.
Para la determinacion de Potasio Disponible se
utilizara como extractante el acetato de amonio 1
N pH 7,0 y una posterior cuantificacion del
elemento por absorcion atomica y fotometria de
Ilama.
Se realizar4 mediante el método del Hidrometro | AS —09 NOM
Texturadel | de Bouyoucus y asignando la clase textural en —021 -
Suelo funcion del Tridngulo textural de USDA (United | RECNAT —
State Departament of Agriculture). 2000
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«continuacion»

Se realizara una extraccion con una solucion de
acetato de amonio (CH3COONH,) 1N conpH 7y

Capacidad de | una posterior cuantificacion de manera individual | Modificado de
Intercambio | por absorcion atémica y fotometria de Ilama. Alvarez E,
Catidnico CIC | Finalmente se sumaran los cationes existentes 2011
para obtener la capacidad de intercambio
catiénico total
Cationes Se realizard una extraccion con una solucion de
Cambiables | acetato de amonio (CH;COONH,;) 1 NconpH7y | Alvarez E,
(Ca®*, Mg®*, | una posterior cuantificacion de manera individual 2011
Na*, K" por absorcion atdmica y fotometria de llama.
Se medira utilizando el Potenciémetro luego de
Acidez desplazar los protones y aluminio presentes en los
i . . . . Porta et al.,
Cambiable sitios de intercambio de las moléculas del suelo
(A", HY mediante una solucion tamponada de KCI 1M no 1994
tamponada.
Las constantes hidricas seran determinadas por | AS — 02 NOM
Constantes gravimetria luego de someter la muestra de suelo —021 -
Hidricas himedo a estufa por 24 horas a temperatura de | RACNAT -
105° C. 2000
La caracterizacién serd hecha en base a los rasgos
Caracterizacion n_10r1_‘o|c’)gicos mas importantes del tallo y Ia, h_oja, Rodriguez y
Botanica siguiendo el esquema y patrones morfologicos Gonzales,
descritos por Artschwager y Brandes (1958) junto 1984
a otras caracteristicas de interés.
La concentracion de plomo del suelo se realizara
mediante el proceso de espectrofotometria de
absorcion atémica para lo cual se adecuara
Concentracion mediante uqa dlgestlt?n_ con per(?x_ldo de hidrogeno Magueda,
al 30por ciento y acido sulfdrico concentrado.
de plomo 2003

Luego de la digestion se prepararan los estandares
de plomo para obtener la curva de calibracion y
finalmente se procedera a su medicion con el
espectrofotometro de absorcion atdmica.
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En lo que respecta a las muestras vegetales, se les dio el tratamiento que se muestra

en el esquema siguiente (ver figura 3):

Control de

—» Sub muestra 1 » | Propagacion Temperatura y
Humedad

—» Sub muestra 2
[

Muestra Vegetal
v v

Parte
Radicular

Parte aérea

A

Secado a 70°C/
estufa 2 dias
Molienda

v

Pesado

A

Acido

o Di ién con aci .
nitrico !g?StIO cor ‘aC|do Extractos Espectrofotometria
nitrico perclérico (1 > . > L .
hora) foliares de absorcion atdbmica

A

Seleccion de especie
acumuladora

Figura 3. Flujograma de preparacién de muestras vegetales para analsis

Cabe resaltar que se planted en un primer momento realizar una caracterizacion
botanica de las especies recogidas en campo, pero los requerimientos para dicho
proceso incluian obtener las plantas en un estado fenoldgico en floracion. Esto, para

el periodo de trabajo fue dificil de obtener en campo por factores externos, por esta
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razén, la caracterizacion botanica se realizé siguiendo algunos métodos como la
comparacion de los registros fotograficos con material disponible en herbarios en
linea como el herbario neo tropical de especimenes o la red de informacién
ambiental del suroeste, contrastado con informacién bibliografica de la flora
altoandina encontrado en fuentes impresas como tesis. Asi mismo, se utilizaron

nombres comunes de las plantas para poder encontrar su clasificacion taxondmica.

3.5 Metodologia de propagacion de las especies vegetales: Germinacion de las

especies vegetales y propagacion por esquejes

La metodologia de propagacion de las especies vegetales utilizadas se describe a

continuacion:

3.5.1 Propagacion de Nicotiana

Para la Nicotiana, se realizo un cultivo en bandeja de las semillas, utilizando como
sustrato arena mezclada con tierra orgénica en proporcion 3 a 1 (ver figura 4a). Sin
embargo, durante el desarrollo del experimento se not6 que el suelo contaminado
con el cual se trabaj6 contenia semillas de nicotiana que crecieron espontaneamente

en otras macetas (ver figura 4b), por lo que también se realizé trasplante de las

plantulas mas vigorosas para completar los tratamientos en macetas.

< !
ot
?}J;
Figura 4a. Cultivo de Nicotiana en Figura 4b. Crecimiento espontaneo de Nicotiana en otras
bandeja macetas
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3.5.2 Propagacion de Calamagrostis

Para el caso de Calamagrostis, se realizé un cultivo en bandeja de los esquejes
utilizando la misma proporcion anteriormente descrita de arena y tierra organica.
Sin embargo y dadas las condiciones ambientales y de manejo, no se logro el
prendimiento de los esquejes, por lo que se trajo nueva muestra de la especie, la
cual fue directamente puesta en las macetas (ver figura 5).

Figura 5. Calamagrostis en bandeja

3.5.3 Propagacion de Vetiver

Esta investigacion también incluia un blanco de vetiver que es considerada una
planta hiperacumuladora de metales pesados ampliamente utilizada para fines de
fitorremediacion de suelos. Para este caso se utilizO propagacion por esquejes

utilizando plantones de vetiver localizados en la misma universidad.

3.6 Preparacion de macetas

Se utilizaron macetas de plastico de 1 kilo a las cuales se les adapt6 un sistema para
el recojo de liquido lixiviado que consto de una manguera delgada unida a la maceta
por la base y en su otro extremo unido a una botella de medio litro (Urzelai, 2002),
los mismos que estuvieron sujetados a presion, y en algunos casos se adiciond

pegamento para tubo de agua para un mejor sellado. Dado que la maceta ya
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contenia originalmente 3 agujeros en la parte inferior, estos fueron sellados con
cinta adhesiva y el mismo pegamento de tubo de agua.

El sustrato usado en cada maceta fue suelo extraido del punto O - H 1 — 004 (ver
cuadro 2) el mismo que previamente tamizado, no recibié ningun fertilizante o
soluciéon nutritiva. Se utilizd exactamente 1 kilo de sustrato por maceta. Se
realizaron 4 repeticiones por tratamiento haciendo un total de 36 macetas, que
fueron colocadas en el laboratorio de fertilidad de la Universidad Agraria la Molina
para su evaluacion. Solo por motivos de seguridad y para evitar la pérdida de

repeticiones, se afiadié una maceta mas por tratamiento (ver figura 6).

Figura 6. Macetas instaladas

3.7 Aplicacion de tratamientos de plomo

Se aplicaron 3 tratamientos o niveles de concentracion de plomo. En un principio se
plantearon como tratamientos el nivel original de plomo en el sustrato, 500 y 1000
ppm de plomo; sin embargo, luego de la caracterizacion del sustrato utilizado, se
encontré que los niveles originales de plomo eran de 700 ppm de plomo por lo que
se replantearon los tratamientos a 700, 1000 y 1200 ppm de plomo. Este dltimo
valor fue tomado de lo indicado en la legislacion como limite permisible de plomo
en suelos industriales. Para alcanzar las concentraciones requeridas se prepararon
soluciones de Acetato de Plomo trihidratado (Pb(CH3COO),-3H,0) con agua
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destilada. Los niveles de plomo asi como la cantidad de sal utilizada se muestran en

el siguiente cuadro (ver cuadro 4):

Cuadro 4: Cantidad de Acetato de Plomo trihidratado por tratamiento.

, PESO DE ACETATO DE
TRATAMIENTO | CONCENTRACION DE PLOMO TRIHIDRATADO
PLOMO (ppm)/MACETA REQUERIDO (mg)/MACETA

T1 700 0
T2 1000 549.2
T3 1200 915.4

Estas soluciones fueron adicionadas a las macetas antes de realizar el trasplante con
la intencion de hacer este proceso en suelo himedo. Para lograr una distribucion del
contaminante a lo largo de todo el perfil de suelo en la maceta, se determiné
primero la capacidad de campo del suelo, y se preparé la solucion con toda el agua
requerida para alcanzar dicho nivel de humedad, que para el caso fue 400 ml de

agua.

Se pensd en un inicio adicionar un tratamiento en el cual no se contara con
contaminacion, para poder comparar el crecimiento de las especies en condiciones
de cero contaminacion. Sin embargo, ante la dificultad de obtener un sustrato de
similares caracteristicas al sustrato utilizado en el experimento en términos de
textura, contenido de materia organica, carbonatos, nutrientes, etc., se utilizo el
suelo de la agraria, pero los resultados no fueron los esperados por tratarse de un

suelo pobre para la planta (ver Anexo 3), por lo que se descarto este tratamiento.
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3.8 Trasplante y cultivo de plantas en maceta

El trasplante a las macetas se realiz6 por etapas dado el diferente crecimiento de las
especies, y para fines de evaluacion, se igualaron los tiempos de crecimiento. El
inicio de la propagacion se realizo a fines del mes de noviembre del 2013 e inicios
de diciembre del mismo afio. El desarrollo de las especies vegetales en estudio fue
durante los meses de diciembre 2013, enero, febrero y marzo del 2014, meses

coincidentes con la estacion de verano.

3.8.1 Trasplante de Nicotiana

Para el caso de la nicotiana y en el tratamiento T3 correspondiente a 1200 ppm de
plomo, se trasplantaron las plantulas directamente de la bandeja de crecimiento (Ver
figura 7a). Luego de 21 dias, se trasplantd a los tratamientos restantes T1 y T2
(correspondientes a las concentraciones de 700 y 1000 ppm de plomo
respectivamente) aquellas plantulas que crecieron en forma espontanea en las otras
macetas del experimento (ver figura 7b). En promedio de 2 plantas por maceta para

evitar la pérdida de la repeticion a causa de muerte de la planta. Para el anélisis se

igualaron los tiempos.

Figura 7a. Plantulas trasplantadas de Figura 7b. Plantula trasplantada en maceta

bandeja de crecimiento
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3.8.2 Trasplante de Calamagrostis

Para el caso de las plantulas de calamagrostis fueron propagadas por esquejes
separados del plantdn completo, y colocadas directamente en las macetas
respectivas (ver figura 8a). Una vez sembrados, los esquejes permanecieron en las
macetas alrededor de un mes para esperar su prendimiento. Cuando esto sucedid, se
procedio a realizar un corte a 2 cm para empezar la evaluacion y también
homogeneizar las unidades experimentales. Para no omitir la cantidad de plomo que
pudiese haber sido absorbido por los brotes de la planta durante el periodo de
prendimiento, los cortes fueron analizados en laboratorio de analisis de suelo; pero
dado que la concentracion obtenida fue muy pequefia, esta se desestimé para los
resultados finales (ver Anexo 4). Cabe mencionar que al igual que en el caso de las
nicotianas, se colocd mas de un esqueje por maceta para evitar pérdida de unidades

por muerte de la planta.

Figura 8a. Trasplante de Calamagrostis Figura 8b. Corte a 2 cm.

3.8.3 Trasplante de Vetiver:

Para el caso del vetiver, también se realiz6 un trasplante de esquejes (ver figura 9a),
sin embargo el periodo de prendimiento de los esquejes fue mas réapido, y al cabo de
13 dias de permanecer en las macetas, se realizé un corte a 4 cm de la base para
comenzar la evaluacion (ver figura 9b). Cabe mencionar que al igual que en el caso
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de las nicotiana, se coloc6 mas de un esqueje por maceta para evitar pérdida de

unidades por muerte de la planta.

Figura 9a. Trasplante de Vetiver Figura 9b. Corte a 4 cm.

3.9 Riegos y prueba de lixiviacion

La frecuencia y volumen de riego en este caso fue variado dado que el proceso de
evaporacion fue muy intenso por haberse realizado el experimento durante la
estacion de verano. Por esta razén los riegos se realizaron en general cada 2 dias con
un volumen medio de 200 ml por maceta. Cabe resaltar que esto era variado segun
los requerimientos de la planta, tomando como indicadores de riego el estado de

humedad del suelo y el estado hidrico de la planta, determinados a simple vista.

Dadas las condiciones climaticas, y en algunos casos no fue posible realizar las
pruebas de lixiviacion con la frecuencia quincenal propuesta inicialmente a lo largo
de los 2 meses de evaluacion. Asi mismo, no se corrid el riesgo de realizar riegos
pesados para evitar la muerte por ahogamiento de las plantas. Por estas razones,
solo se realizé dos recolecciones de liquido lixiviado (ver figura 10), los mismos
que fueron enviados al laboratorio de analisis de suelos de la Universidad Agraria
para las lecturas de concentracion de plomo por espectrofotometria de absorcion
atomica.
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3.10 Parametros a evaluar en las especies cultivadas

Las especies cultivadas fueron evaluadas utilizando variables como la altura de
planta y caracteristicas visuales de las mismas registradas fotograficamente durante

su periodo de crecimiento.

Para la determinacion del contenido de plomo en la biomasa de la planta, se las
retir6 de la maceta al cabo de 60 dias aproximadamente. Si bien es cierto en el
proyecto de tesis se estim6 un tiempo de 12 semanas antes de la cosecha, durante el
desarrollo del experimento se opto por retirarlas antes del tiempo previsto dado que
todas las plantas debian permanecer el mismo tiempo en las macetas para poder
comparar los resultados, y en este caso, el vetiver ya habia alcanzado una altura
considerable a los 60 dias. Las plantas, una vez cosechadas fueron cuidadosamente
lavadas, y se separd la parte aérea de la parte radicular. Luego de registrar peso
fresco de ambos, fueron puestos a estufa por alrededor de 24 horas. Una vez secas,
se registro el peso seco, y luego se siguié el mismo procedimiento que el planteado
en los estudios preliminares para la preparacion de extractos foliares, con la
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diferencia que se llevo la muestra a un volumen de 25 ml con un peso aproximado
de 0.5 gramos de muestra. En algunos casos se trabajé con un volumen de hasta 10

ml debido a la poca muestra vegetal conseguida luego de la molienda.

En base a los resultados obtenidos de contenido de plomo en la biomasa de la
planta, se calcularon algunas otras variables con el fin de determinar el potencial
fitorremediador de las especies en estudio. Dentro de las mencionadas se tiene (ver

cuadro 5):

Cuadro 5: Variables en estudio para las muestras vegetales.

VARIABLE DESCRIPCION

Concentracion de plomo

en el sistema radicular
Informacion estimada para obtener el potencial

Concentracion de plomo | fitorremediador y fitoextractor de plomo de la planta
en la biomasa aérea de la

planta (hojas y tallos)

Extraccion de Plomo . . .
Sera determinado en base al contenido total de plomo

(Poder de . .
. - en la planta tanto en el sistema radicular como en la
fitorremediacion de . ) .
biomasa aérea (Solis 2009) en gramos
plomo)

Medida del transporte interno de un metal e indica la
relacion entre la concentracién acumulada en la parte
aérea y la raiz de una planta. Se determina a través de

Factor de Translocacion la siguiente férmula (Rojas 2010)

(FT)
[Metallen parte aérea

[Metallen raices

La tolerancia a metales pesados (IT), variable que vincula la elongacion de las
raices de las plantas en un medio con plomo y la elongacién en un medio sin plomo,
y que fue inicialmente propuesta, fue desestimada debido a que la forma y tamafio
de la maceta donde se cultivan las plantas influye en el espacio fisico de

enraizamiento, y por tanto en la longitud final del sistema radicular (McConnaughay
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et al., 1993), lo cual podria no ser representativo del real crecimiento de las raices

en condiciones naturales.

3.11 Paradmetros evaluados en el suelo

Los pardmetros evaluados en el suelo fueron pH del suelo y Conductividad eléctrica
(CE). Para este fin se tom6 una Unica muestra de la cada maceta siguiendo el
método del cuarteo. La muestra fue tomada luego de aproximadamente 3 semanas
posterior a la cosecha de las plantas para lograr una consistencia de suelo que
permita la toma de muestra facilmente. De ella, se tom6 20 gr que fueron disueltos
en 20 ml de agua destilada. Luego de agitarlos se procedi6 a la lectura de pH y CE

con los electrodos respectivos.

3.12 Disefio estadistico

Se plante6 un disefio estadistico factorial tomando como factores a las especies de
plantas (vetiver, nicotiana, calamagrostis), y a los niveles de contaminante en el
suelo (700, 1000 y 1200 ppm). Las unidades experimentales, en este caso, fueron
las plantas que crecian en cada maceta. Se aplic un total de 4 repeticiones por
tratamiento, haciendo un total de 36 macetas en evaluacion, tal y como se muestra

en la figura (ver figura 11).

FACTOR 1
T1- T-2 T-3
700ppm | 1000ppm | 1200ppm

N Vetiver 4 4 4
04

,9 nicotiana 4 4 4
Q

E calamagrostis 4 4 4

Figura 11. Disefio estadistico planteado
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Durante el desarrollo del experimento, y ante la eventualidad de perder alguna
unidad experimental por muerte de la planta, se agreg6 una repeticion a cada uno de
los tratamientos mencionados, sin embargo, para la evaluacién, se mantuvo el
numero de 4 repeticiones planteadas a inicio. Para poder realizar el descarte del
dato adicional (5 en lugar de 4), se realiz6 una analisis de cajas para poder descartar
los valores extremos, o aquellos que incrementaban la variabilidad de los datos
(Ver Anexos 6, 7 y 8). Las variables medidas y analizadas fueron: altura de planta
(para los dias 37 y 58 del experimento), materia seca, concentracion de plomo,

extraccion de plomo y factor de translocacion.

Las variables de altura de planta (para ambos dias), materia seca, concentracion de
plomo, extraccion de plomo y factor de translocacion no cumplieron con los
supuestos de normalidad y/o homogeneidad de variancias, asi que fue necesaria una
transformacion, siendo el método elegido el de Box Cox. Asi mismo, y por
conveniencia, se realizé un test de Tukey en lugar de Dunnett, todo esto con un
nivel de significancia de 0.01. Las corridas estadisticas, asi como la verificacion de
los supuestos del modelo, y la trasformacién de datos para el cumplimiento de

dichos supuestos fueron realizados con la ayuda del software libre R.
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IV. Resultados y Discusion

4.1 Trabajo de Campo

4.1.1 Caracterizacion de suelo del area de estudio

En el siguiente cuadro (ver cuadro 6) se muestran los resultados de caracterizacion
de los puntos muestreados dentro de &rea de estudio. Los puntos de muestreo
ubicados en los transectos que incluyen la cuidad de la Oroya: O — H1 — 004, O —
H2 — 005, O - J 3 — 009, presentan las cantidades mas considerables de plomo

(701.9 ppm, 654.2 ppm y 527 ppm respectivamente) en suelo.

Este elevado nivel de contaminacién puede deberse a dos causas fundamentalmente:
La primera a la actividad de la fundicion metaldrgica de la Oroya ubicada cerca al
area de estudio debido a proceso de deposicion atmosférica (Steinnes et al., 1989).
Este hecho es por ejemplo en Espafia donde se encontré una elevada contaminacion
por Plomo, Zinc y Cadmio en campos agricolas y pasturas localizados en los
alrededores de una antigua mina de Plomo y Zinc, siendo el drenaje &cido y el
transporte del material particulado por el viento las principales causas de dispersion
de la contaminacion (Rodriguez et al., 2009).

La segunda posible causa es el flujo vehicular cerca al area de estudio. Esta misma
situacion ha sido reportado en otras ciudades como Damasco (Siria), donde se ha
encontrado que la principal causa de contaminacion de suelos urbanos por metales
pesados son las emisiones vehiculares (Méller et al., 2005). Asi mismo, el Taiwan,
se ha reportado emisiones relativamente elevadas de metales pesados provenientes
de los motores diésel (58 700 Kg por afio de Ag, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni,
Pb, Sb, Sr, Ti, V y Zn) debido al contenido de estos en los combustibles (Wang et
al., 2003). En Ibadan Nigeria también ha sido reportado una concentracion de
plomo en suelo de 205 ppm en zonas aledafias a las autopistas Ibadan-llorin e

Ibadan-lwo relacionados con la trafico vehicular (a mayor distancia de la autopista,
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menor concentracion de plomo en el suelo) debido al uso de gasolinas con plomo

afiadido en los automoviles (Olajire y Ayodele, 1997).

39



Cuadro 6: Caracterizacion de Suelo.

Cédigo | pH CE CaCo03 | MO P K Textura | CIC B Cu Fe Mn Zn Pb Cd Cr
(uS/lecm) | (%) | (%) | (ppm) | (ppm) (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (PPM) | (ppm) | (PpM) | (pPmM)
001 |746]| 027 0 51| 54 | 102 | Franco | 19.2 | 1.2 3 | 3255| 62 | 1475 | 7063 | 0.79 | 533
002 |7.27| 039 29 |336| 29 g3 | Franco- | 4o el 0o | 133 | 242 | 53 51 | 139.3 | 253 | 11.29
Arenoso
003 |505| 0.11 0 |477] 194 | 98 | Franco | 256 | 03 | 15 | 365 | 10.6 | 47 | 50.85 | 0.37 | 25.26
O-Hl /7| 034 106 | 179 | 432 | 269 | Franco |,gq | 4 38 8.3 28 | 267 | 701.9 | 16.45 | 8.17
-004 Limoso
0_65'52 737 | 1.99 16,7 | 118 556 | 117 | Franco | 14.08| 0.7 78 24 | 21 | 510 | 6542 | 929 | 12552
0_65'63 764 | 026 95 |022| 93 | 211 | Franco | 8 0.4 36 | 263 | 26 49 | 296.1 | 817 | 6.69
?6871 778 | 032 229 |352| 38 | 226 | Franco |17.92| 07 | 52 | 374 | 65 14 | 5538 | 1.04 | 9.96
?6882 757 | 028 55 |642| 17.1 | 576 | Franco | 352 | 08 | 27 | 44 | 53 | 385 |16465| 3.6 | 22.03
O s |686| 019 | 09 |387| 212 | 236 | Franco | 16 | 03 | 43 | 36 | 7 | 162 | 527 | 816 | 1212
O-L1l755| 026 6.7 |442| 49 | 148 | Franco | 43591 99 | 224 | 84 47 |17025| 333 | 597
-010 Arenoso
O-L2 Franco
" oL | 803| 034 673 094 | 64 | 129 | (0O | 48 | 07 | 244 | 15 26 | 296 |21405| 429 | 1.3
0_61L23 759 | 151 205 |154| 305 | 496 | Franco | 11.2 | 27 | 229 | 95 8 154 | 2857 | 611 | 51
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4.1.2 Plomo total en las muestras vegetales tomadas en campo

Posterior al analisis de todas las especies vegetales tomadas en campo, se encontro
una mayor diversidad de especies en el punto O — H1 — 004, tal y como se observa
en el mapa (ver mapa de especies — Anexo 5). Esto puede deberse a que las
condiciones climaticas y edafolégicas de la zona son adecuadas para el desarrollo de
las especies vegetales, tomando en cuenta que si las plantas cubren sus necesidades

de nutrientes se pueden desarrollar adecuadamente (Kim y Owens, 2011).

Asi mismo, la diversidad de plantas en el area de estudio podria estar influenciada
también por su ubicacién con respecto a la Refineria de La Oroya debido a que a
mayor distancia de la fuente de contaminacion, la cobertura vegetal por lo general
se incrementa. En Harjavalta ubicado al Sur oeste de Finlandia, se reportd una
ausencia casi total de vegetacion a 0.5 Km de una fundidora de Niquel y Cobre, y
que la cobertura vegetal asi como su riqueza se incrementaba a mayor
distanciamiento de dicha fundidora (Salemaa et al., 2001). De las 37 especies
evaluadas, 8 fueron encontradas con un potencial interesante de acumulacién de
plomo, de las cuales solo 2 fueron seleccionadas. Las especies, asi como su
contenido de plomo vy la justificacién de su eleccion se muestran en el siguiente

cuadro (ver cuadro 7).
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Cuadro 7: Contenido de plomo en las especies vegetales.

. Concentracion de
Cddigo SSRGS EEUMI RS Plomo ppm Justificacion de Reqistro Eotoarafico
de area Nombre Género/ Z. Z. eleccion g 9
comun Especie Aérea | Radicular
. Acumulacion de
Agrostis/ lomo elevada
003 Tipo de pasto Agrostis 178 505 prom¢ y
" principalmente en la
mertensii .
zona Radicular.
Esta planta acumula
O-H1- relativamente  bien,
004 Amor Seco Desmodium 450 406 pero lo hace
principalmente en la
zona aérea. _ iy
Referencia para identificacion: Visita en
campo
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«continuacién»

Calamagrostis

Planta con elevado

Referencia para identificacion:
http://fm2.fieldmuseum.org/vrrc/max/P

Calamagrostis / . 143 3180 pme’?“?' acumulador
Calamagrostis y principalmente en
vicunarum la zona radicular.
OAC-cala
. Elevado  potencial
Muhlenbergl_a/ acumulador. La
Muhlenbergia acumulacion se da de
Tipo de Pasto fastigiata 1205 1164

manera pareja en la
zona aérea y
radicular.

-vicu-per-1809156.jpg
/ 7 p

Referencia para :
http://swbiodiversity.org/imglib/seinet/
ASU/ASU0011/ASU0011806.jpg
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«continuacién»

Planta con elevado
potencial acumulador

!

Referencia para identificacion:
http://www.ojs.darwin.edu.ar/index.php

Planta Rastrera | Glandularia 394 1045 S

y principalmente en

la zona radicular.
Esta planta acumula
O-H2- Nicotiana/ Flores: 1882; Tallo: | relativamente  bien,
Nicotiana Nicotiana 2136 pero lo hace

005 . .

thyrsiflora principalmente en la

zona aérea.

Réferenci a identificacin:
http://fm2.fieldmuseum.org/vrrc/max/S
OLA-nico-thyr-2165126.jpg
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«continuacién»

Posiblemente Astragalus
pickeringii

Todo: 410.5

Potencial

acumulador medio y
no se pudo
identificar en que
zona de la planta
acumula mas metal.

Calamagrostis | Calamagrostis

71 915

Planta con elevado
potencial acumulador
y principalmente en
la zona radicular.

*‘7"1’
identificacion: Visita de
campo

AL <
Referencia para
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4.1.3 Seleccion y Descripcidn de especies promisorias

Las dos especies vegetales seleccionadas a partir de los resultados preliminares
fueron Nicotiana thyrsiflora y Calamagrostis vicunarum, y su seleccion fue hecha
en base a criterios de hipertolerancia al metal, factor clave requerido para procesos
de fitorremediacion (Chaney et al., 1997), esto manifestado en su capacidad de
desarrollarse en sitios contaminados con el metal pesado, y mas ain acumularlo en

su biomasa (Aggarwal y Goyal, 2007).

Ambas especies en condiciones de campo acumularon mas de 1000 ppm de Pb en
su materia seca (Nicotiana: Flores: 1882 ppm de Pb en flores, y 2136 ppm en
tallos; Calamagrostis: 3180 ppm en materia seca radicular) valor base utilizado para
establecer a una determina especie como hiperacumuladora de metal (Salas, 2007)
por lo que de acuerdo a este criterio se podria concluir que ambas especies
presentan dicho comportamiento para plomo.

Si bien es poco conocido el desempefio en fitorremediacion de ambas especies
seleccionadas, hay trabajos de este tipo realizados con especies de las familias
Brassicaceae, Fabaceae, Solanaceae, Poaceae, siendo la ultima la familia del
Calamagrostis (Audet y Charest, 2008), planta utilizada en el presente estudio. Asi
mismo, se han reportado estudios con especies como Nicotiana glauca del mismo
género que la Nicotiana en estudio, demostrando cualidades para fitorremediar
metales pesados (Barazani et al., 2004). En el siguiente cuadro (Ver cuadro 8) se

describe las principales caracteristicas de cada una.
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Cuadro 8: Descripcion de especies acumuladoras de Plomo seleccionadas en campo.

Registro Fotografico en
campo

T TR

) Potencial
Egn:;oe/ Familia | Origen Caracteristicas fisicas Acumulador de
P Plomo
Hierva alta con flores verdosas.
Plantas perennes, anuales o bianuales. Acumula  gran
Nicotiana/ .| Plantas de 1m de alto. cantidad de
. . SOIana' SudamE' Referenc|a'
Nicotiana - , : . metal y no es
; Ceae rica - PerU | http://apps.rhs.org.uk/plantselector/plant?plantid=1331.
thyrsiflora i . usada como
http://fm2.fieldmuseum.org/vrrc/max/SOLA-nico-thyr- forraie
2165126.jpg. Je.
Graminea perenne cespitosa entre 5y 20 cm de
altura.
Crecimiento de hojas formando como ramilletes.
Sus hojas son filiformes, involutas, flexuosas y
miden entre 2 a 5 cm de largo.
. . . Acumula en
Calamagrostis/ Presenta paniculas espiciformes de 1 a 6 cm de
- Pastos de mayor
Calamagrostis Poacea largo. ‘2
puna. proporcion en la

vicunarum

Sus espiquillas son unifloras de aprox. 5mm
sostenidas por raquillas escasamente pubescentes
y rigidas.

Lemma de 3.5 a 4mm, denticulada en el apice,
con una arista dorsal geniculada, raquilla de 0.5
mm de largo, pelos cortos y escasos.

raiz.

47



4.2 Cultivo en invernadero

Las plantas anteriormente descritas juntamente con vetiver, a manera de tratamiento
blanco comparador, fueron cultivados en macetas en una segunda etapa del trabajo
de investigacion. El sustrato utilizado en las macetas se extrajo del punto O — H1 —
004, el cual present6 un elevado contenido de plomo (701.9 ppm), lo que llevd a
replantear el experimento utilizando como tratamiento inicial el contenido original
de metal pesado de este suelo, metodologia explicada anteriormente. A continuacion
se presentan los resultados del desarrollo de dichas especies bajo de los tratamientos

contaminantes:

4.2.1 Altura de planta y efectos del plomo en Nicotiana, calamagrotis y

vetiver

a) Nicotiana: Las plantulas de nicotiana fueron trasplantadas tal y como se indica
en la seccion de metodologia (3.8.1). Durante su crecimiento no fue notoria la
influencia de la contaminacién por plomo en ninguno de los tratamientos, y el
crecimiento en general fue parejo, y en algunos casos un tanto mayor en
aquellas plantas que se encontraban bajo los tratamientos mas severos con
plomo (tratamiento T2 y T3), tal y como se muestra en la siguiente figura (ver
figura 12).

El metal pesado tiene en su mayoria una influencia negativa en la funcion de las
hormonas de crecimientos tales como las giliberinas, auxinas y citoquininas
(Gangwar et al., 2014), lo cual se opondria a lo obtenido en el presente
experimento. Sin embargo, el efecto de estimulacion del crecimiento bajo
pequefias dosis de un potencial toéxico conocido como Hormesis (Stebbing,
1982) podria ser la causa de este comportamiento. Asi por ejemplo, la
estimulacién del crecimiento bajo diferentes dosis de metales pesados como el
plomo ha sido reportada en otras especies. Asi por ejemplo, Vicia Faba mejora

su crecimiento en sustratos con concentraciones de Pb que varian entre 25 y 250
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ppm, alcanzado alturas hasta de 30 cm, mientras que su altura comienza a
disminuir a partir de este limite, mostrando una curva de crecimiento en forma
de U invertida (Wang et al., 2010). Otro ejemplo reportado es de Arabis
paniculata. Esta Brassicaceae presenta un incremento en el crecimiento de
raices y brotes en 17.1 por ciento y 43.2 por ciento a concentraciones de 48 uM
de Pb (1 uM = 0.21 ppm), incremento que se va reduciendo a medida que se
afiade mas plomo en el sustrato, mostrando signos de necrosis a concentraciones
superiores a 178 UM de Pb (Tang et al., 2009).

Al no tener referencias de estudios previos sobre el potencial de
fitorremediacion y comportamiento bajo condiciones de contaminacion de la
especie en estudio, no se puede tener la certeza de la concentracion de plomo a
la cual hay inhibicion de los procesos fundamentales de la planta (crecimiento,
fotosintesis, etc.), por lo que se podria presumir que la Nicotiana ha desarrollado
la habilidad de tolerar y acumular plomo, y méas aun estos niveles de plomo han
inducido el desarrollo de la especie, por lo menos bajo los tratamientos

indicados en el presente trabajo.

Asi mismo, se ha determinado en algunos estudios la existencia de bacterias
endofiticas® asociadas a plantas hiperacumuladoras de metales pesados que
juegan un rol importante en su supervivencia, asi como en su crecimiento
(Rajkumar et al., 2009). Para el caso de Nicotiana Tabacum, se encontraron
Sanguinobacter sp., Enterobacter sp. y Pseudomonas sp., en plantas cultivadas
en suelos enriquecidos con metales como Cadmio y Zinc cuya funcién es
contribuir al incremento en la absorcion de dichos metales, asi como el
desarrollo de biomasa radicular y aérea (Mastretta et al., 2009 citado por Ma et
al., 2011). Si bien estas bacterias no han sido reportadas en asociacion a
sustratos con Pb, estas podrian bien existir y contribuir al desarrollo de la

especie en estudio.

5 . . . .
Bacterias que residen en el interior de las plantas

49
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Figura 12. Crecimiento Promedio de Nicotiana por tratamiento: tratamiento 1 (700ppm Pb),
tratamiento 2 (1000 ppm Pb), tratamiento 3 (1200 ppm Pb)

El gréfico muestra ciertas diferencias en cuanto a la altura alcanzada bajo los 3
tratamientos en los dias 37 y 58, las cuales no fueron estadisticamente significativas.
En el dia 37, la mayor altura fue alcanzada por las plantas bajo el tratamiento mas
severo de contaminante T3 (17.5 cm), mientras que los tratamientos T1 y T2
alcanzaron en promedio alturas de 15.2 y 15.3cm respectivamente. En el caso del
dia final de medicion de altura (dia 58), la mayor altura alcanzada fue por parte de
las plantas bajo el tratamiento T3 (19 cm), mientras que para los tratamientos T1 y
T2, las alturas promedio fueron de 17.2 y 18.7cm respectivamente. Asi mismo, el
aspecto fisico de la planta no vari6 mucho en los tratamientos realizados, lo cual
puede ser observado en el registro fotografico correspondiente (ver cuadro 9). Cabe
resaltar que si se presentd un problema de plagas que fue tratado con insecticida

casero.
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Cuadro 9: Registro fotogréafico del crecimiento de Nicotiana.

Tiempo (dias)

Tratamien-
tos

10

27

Cosecha (aprox. 60 dias)

T1

T2

T3
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b) Calamagrostis: En el caso de esta especie, el crecimiento de las plantas bajo los
distintos tratamientos sigui6 un patron similar al de las nicotianas, es decir, en
los tratamientos con mayor concentracion de contaminante se presentd una

mayor altura de la planta, tal y como se muestra en la figura (ver figura 13).

En una comparacién hecha para los dias 37 y 58, momentos en que segun la
figura 14 hay aparente diferencia, esta no resultd significativa, siendo el
promedio mas alto de altura para el dia 37 el correspondiente al tratamiento T2
(12.7 cm). Para el dia 58, si bien la mayor altura fue registrada en el tratamiento
T2 (11.5 cm), se observo un decrecimiento de la muestra vegetal. Esto puede ser
debido a que en las macetas se colocaron mas de un esqueje de los cuales se iba
midiendo el de mayor altura, pero en algunos casos, los esquejes se iban

muriendo debido al ciclo natural de la planta.

Al igual que en el caso anterior de la Nicotiana (ver apartado anterior), las
concentraciones de plomo utilizadas podrian estar estimulando el crecimiento de
la especie (Hormesis). A diferencia del caso anterior, y al encontrase un menor
crecimiento de la planta bajo el trabamiento mas severo con plomo (T3 = 1200
ppm de Plomo) en comparacion con el tratamiento medio (T2 = 1000 ppm de
Plomo), podria presumirse que en este punto se estaria alcanzando el umbral de

toxicidad donde se observan efectos dafiinos en la planta.

En cuanto a la presencia de bacterias endofiticas que podrian beneficiar a la
planta en lo que respecta a su crecimiento y funcion fitorremediadora, se ha
reportado cepas de Methylobacterium oryzae y Burkholderia sp. en tejidos de
Oryza sativa (especie de la misma famila Poaceae que la especie en estudio)
que estimulan el crecimiento de la planta y la acumulacion de cadmio en sus
tejidos (Madhaiayn et al., 2007 citado por Rajkumar et al., 2009). Al igual que
en el caso de la Nicotiana, si bien estas bacterias no han sido reportadas en
asociacion a sustratos con Pb, estas podrian bien existir y contribuir al desarrollo

de la especie en estudio.
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Figura 13. Crecimiento Promedio de Calamagrostis por tratamiento: tratamiento 1 (700 ppm Pb),
tratamiento 2 (1000 ppm Pb), tratamiento 3 (1200 ppm Pb)

Asi mismo, el aspecto fisico de la planta no vari6 mucho en los tratamientos
realizados, lo cual puede ser observado en el registro fotografico correspondiente

(ver cuadro 10).
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Cuadro 10: Registro fotogréafico del crecimiento de Calamagrostis.

Tiempo (dias)

52

Cosecha (aprox. 60 dias)

T1

T2

T3
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c) Vetiver: Del igual manera no fue significativa la diferencia de altura
promedio del vetiver bajo los 3 tratamientos con plomo (ver figura 14), pese
a esto la mayor altura fue registrada en el dia 58 bajo el tratamiento T1 que
contenia menor nivel de contaminante (63.4 cm). Esto podria indicar que a
elevadas concentraciones de plomo se puede observar un efecto negativo en
el desarrollo de la planta, en términos de biomasa aérea. El efecto en el
crecimiento de la planta puede ser justificado dada la influencia
generalmente negativa del contaminante plomo en las hormonas de
crecimiento (Gangwar et al., 2014), alteracion de la fotosintesis en lo que
respecta al transporte de electrones (Miles et al., 1972), entre otros.
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Tiempo (dias)

Figura 14. Crecimiento Promedio de Vetiver por tratamiento: tratamiento 1 (700 ppm Pb),
tratamiento 2 (1000 ppm Pb), tratamiento 3 (1200 ppm Pb)

Asi mismo, el aspecto fisico de la planta no vario mucho en los tratamientos
realizados, lo cual puede ser observado en el registro fotografico

correspondiente (ver cuadro 11).
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Cuadro 11: Registro fotogréafico del crecimiento de Vetiver.

Tiempo (dias)

Trata-
mientos

6 25 Cosecha (aprox. 60 dias)

T1

T2

T3

En base a lo antes descrito, y tomando en cuenta la poca influencia del nivel
de contaminante en el crecimiento de las plantas, podria deducirse que todas
tienen un elevado potencial de fitorremediaciéon (Ruiz, 2009). Sin embargo,
y tomando como criterio de eficiencia en extraccidén de metal por parte de las
plantas, un rapido crecimiento, elevado desarrollo de biomasa aérea y
tolerancia al metal (Meyer y Verbruggen, 2012), podria a simple vista
definirse al vetiver como la mejor planta para acumular plomo para las
condiciones dadas, debido a que estadisticamente presentd un mayor
crecimiento en comparacion a las especies nativas durante las dos
evaluaciones de altura realizadas (48.99 cm el dia 37, y 56.03 cm el dia 58).
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Asi mismo, para ambos momentos la nicotiana presentdé mayor altura (15.98
cm para el dia 37 y 18.28 cm para el dia 58) en comparacion con el
calamagrostis (11.09 cm para el dia 37 y 10.65 cm para el dia 58), valores
estadisticamente significativos, definiendo en este caso a la nicotiana con un
mayor potencial de fitorremediacion en comparacion con el calamagrostis.
Esto debe ser corroborado con la determinacion de otros factores mas

adelante calculados.

4.2.2 Concentracion de Plomo en raices y parte aérea de las plantas

Las caracteristicas del suelo influencian de manera directa la disponibilidad de
plomo en el suelo, y su posterior absorcion y acumulacion por la planta. Si bien
muchas plantas pueden sobrevivir a un ambiente contaminado mediante la
exclusion del metal, en este caso, luego del analisis de campo, se descartd esta
opcién para las plantas en estudio debido al elevado contenido de plomo
encontrado en ellas; por lo que se realizo la cuantificacién del metal pesado en la
biomasa aérea y radicular de la planta en macetas bajo distintos tratamientos.
Los resultados de dicha acumulacion se muestran en la siguiente figura (ver
figura 15):
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M [Pb] zona radicular M [Pb] zona aérea

T1 T2 T3 T2 T2

Calamagrostis Nicotiana Vetiver

Figura 15. Concentracién de plomo en las plantas en estudio bajo los distintos tratamientos

Del grafico se puede afirmar que se logré una absorcion del metal considerable,
especialmente en las muestras de calamagrostis y nicotiana. Estadisticamente
para un nivel de significancia de 0.01, se pudo observar que no es significativa la
interaccion entre los niveles de plomo en el suelo, y las especies vegetales en
estudio en lo que respecta a la acumulacion de plomo tanto en la zona aérea y la
zona radicular. Lo que si es significativamente mayor es la acumulacion
promedio de plomo en la zona radicular del calamagrostis (299.8 ppm) y de la
nicotiana (276.7 ppm) con respecto al vetiver (93.5 ppm).

Asi mismo, es mayor la concentracion promedio de plomo encontrada en la zona
aérea de las nicotianas (96.5 ppm) con respecto al calamagrostis (48.4 ppm) vy al
vetiver (15.6 ppm). Es sabido el elevado potencial del vetiver para
fitorremediacion de sitios contaminados con plomo (Andra et al., 2009) y su
amplia difusién en estudios de este tipo. Sin embargo, bajo las condiciones
dadas, esto no pudo ser verificado, encontrandose una mayor capacidad
fitorremediadora para el caso de las especies nativas calamagrostis y nicotiana.

Esto pudo deberse a una mayor actividad de los exudados radiculares de éstas

58



dos ultimas especies que juegan un rol importante en la disolucion y
biodisponibilidad del plomo (Koo et al., 2010).

Asi mismo, es muy probable también que en la rizosfera (zona del suelo
influenciada por la raices) de las plantas nativas (calamagrostis y nicotiana), ya
adaptadas a las condiciones del suelo, se hayan activado de manera mas eficiente
microorganismos encargados de incrementar la especiacion del plomo a formas
facilmente extraibles por la planta (Lin et al., 2004). Este efecto no pudo ser
observado para el caso del vetiver que alcanzd niveles muy bajos de plomo en su
biomasa, tanto aérea como en la zona radicular, debido probablemente al hecho
de que el plomo en general es absorbido por plantas en pocas cantidades
(Punamiya et al., 2010), las cuales pueden ser incrementadas solo con algunos
compuestos adicionales como el EDTA, ampliamente utilizado en estudios de
fitorremediacién con vetiver (Chen et al., 2004). Esto podria indicar que si bien
el vetiver es una especie que puede tolerar elevadas cantidades de plomo en su
biomasa, necesita de otros agentes que le ayuden a incrementar los niveles de

absorcion de este metal.

Por otro lado, en el grafico se puede observar en general una acumulacién de
plomo inferior a la registrada en campo para las especies de calamagrostis y
nicotiana independientemente del nivel de contaminacién de plomo en el suelo
(nicotiana 4018 ppm y calamagrostis 3180 ppm de Pb en campo). Eso podria
ser explicado al corto tiempo de evaluacion en invernadero (60 dias) en
comparacion con el tiempo de crecimiento en su hébitat natural (Cataldo y
Wildung, 1978). Asi mismo, las condiciones de clima de costa y de manejo en
invernadero son diferentes a los observados en campo (zona altoandina),
aspectos que pudieron haber influido en el resultado final de acumulacién de

plomo.

4.2.3 Potencial fitorremediador de las plantas promisorias (Peso seco,

Extraccion de metal, factor de translocacién)

La determinacion del potencial fitorremediador de las plantas en estudio fue
realizado mediante el calculo de variables que actian como indicadores de dicho

potencial. Asi por ejemplo, fue determinado el peso seco del material vegetal
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como indicador del desarrollo de biomasa vegetal (Rojas, 2010), bajo el

supuesto de que a mayor cantidad de biomasa, mayor la probabilidad de

degradar o acumular el metal pesado, en este caso plomo (Campos, 2011). Los

resultados de esta variable se muestran en la siguiente figura (ver figura 16):

Peso (gr.)

. I ==

T1 T2 T3

Calamagrostis

T1 T2 T3 T1 T2 T3 |

Nicotiana | Vetiver |

Figura 16. Peso seco total por especie

Del grafico se puede observar un bajo desarrollo de la biomasa aérea por parte

del calamagrostis (0.3 gr.) y la nicotiana (2.6 gr.) con respecto al vetiver (5.2

gr.), diferencia que es estadisticamente significativa. Hay que resaltar que el

presente experimento se desarrollé en condiciones poco favorables para las

plantas nativas, las cuales estdn mejor adaptadas a zonas altoandinas, con un

clima frio y seco, mientras que la prueba fue desarrollada durante los meses de

verano en la ciudad de Lima, con temperaturas que oscilaron entre los 25-30° C,

elevada radiacion solar y humedad. Cabe resaltar para el caso del calamagrostis

que su periodo de vida y crecimiento es un poco largo, y dadas las caracteristicas

de la planta al momento de su cosecha, se puede indicar que la planta se

encuentra en su periodo de elongacion, que corresponde a un crecimiento lento y

un menor rendimiento de biomasa (Rodriguez, 1984), por lo que hace suponer

gue con un poco mas de tiempo, y con mejores condiciones climéticas, su
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rendimiento en términos de peso seco pueda incrementarse. Asi mismo cabe
resaltar que por motivos de demora en los resultados de laboratorio, los esquejes
originales de calamagrostis no pudieron ser propagados, por lo que nuevo
material fue colectado. Este nuevo material pudo no ser la misma variedad de
planta, haciendo variar los resultados de invernadero con los obtenidos en
campo, tal y como fue reportado en distintos cultivares de arroz, siendo el
cultivar Hybrid Indica el que acumula mas plomo en sus granos comestibles
(Liu et al., 2013). EI mismo es el caso de la nicotiana, que son plantas arbustivas
de gran biomasa aérea, pero con un ciclo de vida méas prolongado. En el caso del
vetiver, el crecimiento es normal y concuerda con lo reportado en otras

investigaciones (Yang et al., 2003).

El peso seco, asi como la concentracion de plomo en la biomasa de las plantas
en estudio estd intimamente ligado a una de las variables que indica el poder
fitorremediador de las plantas, la extraccion de plomo (ver figura 17). Para esta
variable, se observa que en promedio la extraccién de plomo del calamagrostis
(0.03 mg) es significativamente menor que la extraccion de la nicotiana (0.3 mg)
y vetiver (0.27 mg), y la diferencia entre estas dos Gltimas no es
significativamente diferente. En este caso, se puede observar un mayor potencial
fitorremediador de la nicotiana, dado que concentra mas plomo en su biomasa y
extrae una cantidad interesante de metal pesado, pese a no haber alcanzado su
maximo desarrollo. Por otro lado, y si bien no es significativa la diferencia, pero
cabe mencionar que la cantidad de metal extraido se incrementa a medida que
aumenta la concentracion de metal pesado en el suelo, especialmente para el
caso de la nicotiana, y esto concuerda con otros resultados reportados sobre
extraccion de metal pesado bajo distintos niveles de contaminacion de metal en
el suelo (Tanhan et al., 2007).
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Figura 17. Extraccion total de Pb por especie

Otra variable utilizada como medida de potencial fitorremediador de plantas es
el factor de translocacién, que indica la relacién entre la concentracion
acumulada en la parte aérea y la raiz de una planta. Es preferible que este factor
sea elevado para garantizar la detoxificacion del metal en las hojas de plantas
(Rascio y Navari-1zzo, 2011) o su en su defecto su inmovilizacion en las
vacuolas de las celulas de las hojas (Schreck et al., 2012) para su posterior
disposicion final. Pese a esto, una buena alternativa es tener un valor bajo de
factor de translocacién, que implicaria una acumulacion mayor de plomo en la
zona radicular; esto podria tener la ventaja de reducir los efectos de
bioacumulacion y biomagnificacion de plomo a través de la cadena alimenticia
(Tiwari et al., 2011), en especial en aquellas especies como el calamagrostis que
son utilizadas como forraje (Rodriguez, 1984). Del analisis estadistico, se
obtuvo diferencia significativa en el factor de translocacion alcanzado por las
distintas especies (ver figura 18), siendo el vetiver (0.14) el que tuvo menor
valor de este factor en comparacion con los otras dos especies calamagrostis
(0.31) y nicotiana (0.39), entre las cuales no se encontré diferencia significativa.
Estos valores inferiores a la unidad indicarian que las especies en estudio son

plantas que utilizan mecanismos de fitoestabilizacion del metal pesado (Yoon et
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al., 2006), o inmovilizacion del metal pesado en la raiz (Ho et al., 2008), al
menos para las condiciones dadas (pH (alcalino), contenido de materia orgéanica
(menor a 2 por ciento), entre otros (Ver caracterizacion del suelo inicial). A
partir de las evaluaciones de campo la tolerancia al plomo por parte de estas
especies es evidente. No obstante se podria proponer el uso de enmiendas como
el EDTA (Chen et al., 2004) para incrementar la translocacion del metal hacia
las partes cosechables de la planta (Kumar et al.,, 2013). Sin embargo, y
dependiendo del uso de las plantas, o de su disposicion final, o la funcion en el
ecosistema de las especies, puede ser favorable su permanencia como exclusoras

(que acumulan el metal preferentemente en la zona radicular).

Asi mismo, se observo una mayor translocacion del plomo en las nicotianas bajo
el tratamiento mas severo de plomo en suelo (0.79), resultando esta diferencia
significativamente mayor comparado con las otras combinaciones planta/nivel
de contaminante. Este valor coincide con el comportamiento observado en
campo, asi como con el reportado en otros estudios con cultivares de arroz,
demostrando que el cultivar Japonica es el mas adecuado para crecer en suelos
contaminados (Liu et al., 2013), y puede estar relacionado con las propias

caracteristicas de las plantas.
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Figura 18. Factor de translocacién de Plomo por especie
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4.2.4 Concentracién de Plomo en el lixiviado

La evaluacion del liquido lixiviado fue en dos momentos, siendo el primero a
aproximadamente 35 dias de crecimiento de la planta, y a 50 dias (ver figura 19).
Cabe resaltar que estos dias son referenciales puesto que hubo diferencia en el
tiempo de trasplante y cosecha de las plantas, especificamente para el caso de la
nicotiana, en los tratamientos T1 y T2. Pese a esto, se pudo observar una
disminucion casi general de la cantidad de plomo en el liquido lixiviado en el
altimo muestreo comparado con el primero. Esto podria deberse al efecto de la
planta, es decir, a que ésta absorbio parte del metal pesado con el paso del
tiempo de tratamiento, o también, que las condiciones del suelo tales como pH,
potencial de 6xido reduccion (Chuan et al., 1996), o contenido de materia
organica del suelo puedan haber sufrido alteraciones con el tiempo que

disminuyan las pérdidas de plomo por lixiviacion (Cataldo y Wildung, 1978).
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Figura 19. Resultados de prueba de lixiviacion

64




V. Conclusiones

Para las condiciones del presente estudio, la Nicotiana tiene un mejor potencial
de uso para fines de fitorremediacion, corroborando la hipdtesis de que las
plantas nativas son las més adecuadas para fitorremediar sus propios espacios

naturales.

Segun el estudio, las especies nativas Calamagrostis y Nicotiana son
acumuladoras de plomo; en su habitat natural demuestran comportamiento de

hiperacumulacion de plomo.

Las especies vegetales nativas con potencial fitorremediador encontradas en
campo pertenecen a los géneros Calamagrostis, Nicotiana, Glandularia,

Muhlenbergia, Desmodium, de las que se seleccionaron las dos primeras.

El punto de muestreo de suelo O - H 1 — 004, ubicado a 14 km de la Oroya,
departamento de Junin, y a una altitud promedio de 3700 msnm presentd los

niveles méas altos de contaminacion del suelo en lo que respecta a plomo (701.9

ppm).

De las plantas en estudio, la Nicotiana fue la que mas plomo acumulé en la
biomasa aérea (96.5 ppm). Asi mismo extrajo la mayor cantidad de plomo (0.3

mg) y obtuvo un factor de translocacion de plomo de 0.39.

El Calamagrostris fue la que acumulé més metal pesado en la zona radicular
(299.8 ppm) y presentd un factor de translocacion de 0.31. Asi mismo fue la que

menos biomasa aérea desarrollé durante el experimento (0.3 gr).

El Vetiver para las condiciones de estudio acumulé menos cantidad de plomo
comparado con las otras dos especies en estudio (93.5 ppm en zona radicular y
15.6 ppm en biomasa aérea); pese a esto extrajo igual cantidad de metal que la
Nicotiana (0.29 mg) compensado por su elevado desarrollo de biomasa (5.2 gr
en promedio).
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8. No se observo influencia de los tratamientos con plomo en el crecimiento
(altura) ni en las caracteristicas visuales (apariencia, color, turgencia) de las

especies en estudio.
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VI. Recomendaciones

Es recomendable realizar la parte experimentan en condiciones climaticas

similares a las encontradas en su habitat natural.

Seria recomendable realizar la prueba con las especies nativas con un periodo
méas prolongado de tiempo, de manera que se pueda obtener el méximo
desarrollo de las especies, y evaluar asi el maximo potencial de ellas para

acumular el metal.

Es recomendable realizar el experimento con la adicion de agentes que
incrementen la biodisponibilidad del metal como el EDTA o enmiendas
organicas para determinar la maxima cantidad de metal tolerable por estas

especies nativas.

Seria recomendable aplicar lo encontrado en este trabajo en una fase de campo,

en parcelas experimentales.

Se recomienda estudiar a las especie nativas utilizadas para conocer su ciclo de
vida, su funcién en el ecosistema y el momento en el cual tiene mayor accién

fitorremediadora.

Seria recomendable realizar la prueba con otros metales pesados a fin de
determinar si estas plantas pueden usarse para fitorremediar suelos con

contaminacion polimetalica.

Se recomienda profundizar el estudio sobre las bacterias endofiticas que podrian
estar asociadas a las especies en estudio, asi como el efecto de Hormesis y los

umbrales de tolerancia a metales pesados por parte de estas especies.
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Anexo 1. Mapa de puntos de muestreo
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Anexo 2. Caracterizacion de muestras de Agua

001 002 003 004 005 007 008 009 010
Cadigo Oroya - Oroya - . Oroya -
Cerca a Huayra Puente Ondores | Huancayo | Huancayo Peaje Casaracra Paccha | Limal
Upamayo Casaracra | UNDAC )
1 2 (Curipata)
pH 68 8.37 6.98 7.89 776 8.09 8.16 738 | 647
CE (dS/m) | 0.31 0.26 0.42 0.63 0.68 0.42 0.42 046 | 1.09
Calcio 3.18 1.82 3.19 5.05 5.55 3.40 353 375 |9.05
(meq/L)
Magnesio |, o, 0.73 158 155 1.50 1.02 1.03 112 | 2.08
(meqg/L)
Potaslo 0.03 0.04 0.02 0.06 0.06 0.02 0.02 004 |0.08
(meg/L)
Sodio 0.1 03 0.07 0.43 0.37 0.10 0.16 035 |0.28
(meq/L)
Nitratos 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 001 |o001
(meq/L)
Carbonatos | ) 4 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 | 0.00
(meg/L)
Bicarbonatos | ; - 2.26 4.38 2.03 201 3.58 3.56 205 |3.38
(meq/L)
0.02 0.03 0.02 2.88 2.79 3.58 1.2 136 | 563

Sulfatos
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(meg/L)

Cloruros

0.30 0.50 0.40 1.10 1.70 0.10 0.10 100 | 2.30
(meqg/L)
Sodio % 3.87 10.38 1.44 6.06 4.95 3.27 3.38 6.65 | 2.44
RAS 011 0.27 0.05 0.24 0.20 0.10 011 022 |012
Boro 0.02 0.02 0.02 0.14 0.06 018 0.02 011 | 0.07
Clase C2-51 C2-51 c2-s1 | c2-s1 C2-S1 C2-S1 C2-51 C2-S1 | C3-S1
Cobre (ppm) | 0.01 0.01 0.01 0.01 0.00 0.00 0.00 001 |0.01
Zinc (ppm) | 0.01 0.00 0.01 0.00 0.01 0.00 0.01 001 | 0.00
Manganeso | ) 0.00 0.01 0.02 0.02 0.01 0.01 000 |1.26
(ppm)
Hierro (ppm) | 0.01 0.01 0.01 0.02 0.01 0.01 0.01 002 |0.02
Plomo (ppm) | 0.000 0.000 0.005 0.000 0.000 0.000 0.000 0.005 | 0.000
g)%dg'o 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 | 0.000
Em)o 0.004 0.015 0.018 0.011 0.010 0.012 0.014 0009 |0.01
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Anexo 3. Caracterizacion de suelo de la Agraria

CARACTERISTICAS | RESULTADO
Clase Textural Franco Arenoso
% de Materia Organica 1.5

% de CaCO3 9.00

pH 7.6

P (ppm) 10.8

K (ppm) 247

CE (dS/m) 1.05
CIC 8.00
Ca™" 6.03
Mg~ 1.31

K" 0.51
Na* 0.15
AI3"+H" 0.00

Fuente: Aysanoa, E., 2010
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Anexo 4. Analisis de primer corte de Calamagrostis

Tratamiento| Tipo |Cddigo Peso total Peso Flomo (°0)
(gr)  |muestra (9 | ectura (mg/l)] ppm |Extraccién (mg)
T3C1 |Nuevo| 2 0.0914 0.0914 0.135 36.93 0.003
T3C2 |Nuevo| 4 0.17 0.17 0.138 20.29 0.003
T3C3 |Nuevo| 6 0.086 0.086 0.17 49.42 0.004
T3C4 |Nuevo| 8 0.0451 0.0451 0.064 35.48 0.002
T3C5 |[Nuevo| 10 0.1021 0.1021 0.177 43.34 0.004
T2C1 |Nuevo| 12 0.1408 0.1408 0.047 8.35 0.001
T2C2 |Nuevo| 14 0.2409 0.2 0.202 25.25 0.005
T2C3 |[Nuevo| 16 0.114 0.114 0.146 32.02 0.004
T2C4 |Nuevo| 18 0.0528 0.0528 0.141 66.76 0.004
T2C5 |[Nuevo| 20 0.2285 0.2 0.119 14.88 0.003
T1C1 |[Nuevo| 22 0.12 0.12 0.147 30.63 0.004
T1C2 |Nuevo| 24 0.127 0.127 0.102 20.08 0.003
T1C3 |Nuevo| 26 0.0522 0.0522 0.066 31.61 0.002
T1C4 |Nuevo| 28 0.1358 0.1358 0.102 18.78 0.003
T1C5 |[Nuevo| 30 0.1145 0.1145 0.117 25.55 0.003
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Anexo 5. Mapa de Cantidad de especies vegetales seleccionadas por punto de muestreo
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Anexo 6. Base de datos de Altura de planta

BASE DE ALTURA DATOS
NICOTIANA

Altura38 Altura57 Tratamiento
1 6.6 10.2 T1
2 156 16.2 T1
3 123 144 T1
4 183 220 T1
5 145 16.0 T1
6 165 344 T2
7 144 145 T2
8 159 196 T2
9 175 226 T2
10 144 18.0 T2
11 164 16.9 T3
12 185 191 T3
13 17.0 18.0 T3
14 196 20.0 T3

15 179 220 T3

* Valores extremos resaltados en amarillo
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BASE DE DATOS DE ALTURA
VETIVER

tratamiento altura37 altura58

1 1 510 690
2 1 410 500
3 1 530 540
4 1 60.0 610
5 1 415 695
6 2 297 301
7 2 47.0 496
8 2 340 56.9
9 2 57.0 882

10 2 540 55.0

11 3 534 515

12 3 58.0 58.0

13 3 332 540

14 3 57.0 60.2

15 3 410 550

* Valores extremos resaltados en amarillo
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BASE DE DATOS DE ALTURA DEL
CALAMAGROSTIS

tratamiento altura37 altura58

1 1 93 92

2 1 79 80

3 1 100 104
4 1 13.0 130
5 1 104 116
6 2 110 112
7 2 155 121
8 2 120 116
9 2 122 110

10 3 106 80

11 3 115 115

12 3 81 092

13 3 105 10.0

14 3 122 120

* Valores extremos resaltados en amarillo
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Anexo 7. Datos relacionados a potencial fitorremediador: Peso de materia seca,
concentracion de plomo, extraccion de plomo, Factor de translocacion

Base de datos Nicotiana

Tratamiento Peso Concentracion de Pb (ppm) Extraccion Factor de.),
total (gr) | Radicular Aérea Translocacion
T1 0.83 331.80 54.10 0.06 0.16
T1 1.03 166.53 94.46 0.12 0.57
T1 2.47 190.09 71.89 0.20 0.38
T1 3.34 264.75 59.79 0.25 0.23
T1 2.42 315.82 65.62 0.21 0.21
T2 3.08 503.94 97.71 0.36 0.19
T2 3.26 239.51 84.78 0.33 0.35
T2 2.86 290.24 74.43 0.28 0.26
T2 4.05 443.66 105.65 0.51 0.24
T2 2.91 397.19 82.65 0.31 0.21
T3 2.18 217.19 136.25 0.31 0.63
T3 2.73 249.30 161.42 0.46 0.65
T3 3.46 179.82 136.16 0.49 0.76
T3 2.68 144.22 102.20 0.28 0.71
T3 3.53 274.43 69.42 0.30 0.25

* Valores extremos resaltados en amarillo
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Base de datos Vetiver

. Peso total | Concentracion de Pb (ppm) . Factor de
Tratamiento - - Extraccion -,
(gr) Radicular Aérea Translocacion
T1 13.05 78.55 10.63 0.65 0.14
T1 6.41 85.56 23.02 0.38 0.27
T1 6.03 91.06 3.49 0.30 0.04
T1 6.09 51.26 3.65 0.21 0.07
T1 2.23 81.82 17.29 0.08 0.21
T2 1.72 36.54 17.26 0.05 0.47
T2 3.57 83.58 11.73 0.18 0.14
T2 4.10 71.88 3.25 0.16 0.05
T2 7.11 72.50 14.54 0.33 0.20
T2 6.41 83.70 24.85 0.39 0.30
T3 10.18 246.06 31.74 1.50 0.13
T3 3.33 150.67 3.10 0.17 0.02
T3 3.79 70.23 32.82 0.20 0.47
T3 6.43 157.37 4.59 0.45 0.03
T3 6.64 95.52 14.18 0.40 0.15

* Valores extremos resaltados en amarillo
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Base de datos Calamagrostis

: Peso total | Concentracion de Pb (ppm) . Factor de
Tratamiento - - Extraccion .,
(gr) Radicular Aérea Translocacion

T1 0.38 134.34 35.58 0.02 0.26
T1 0.17 92.60 18.06 0.01 0.19
T1 0.11 930.86 71.53 0.04 0.08
T1 0.36 118.09 56.82 0.03 0.48
T1 0.15 724.39 159.12 0.06 0.22
T2 0.29 197.47 70.38 0.04 0.36
T2 0.88 83.14 38.47 0.04 0.46
T2 0.34 92.78 61.92 0.02 0.67
T2 0.17 228.17 38.82 0.02 0.17
T3 0.26 265.49 69.73 0.04 0.26
T3 0.31 201.67 51.07 0.03 0.25
T3 0.18 412.05 35.94 0.03 0.09
T3 0.10 446.07 46.23 0.02 0.10
T3 0.25 209.04 56.28 0.03 0.27

* Valores extremos resaltados en amarillo
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Anexo 8. Modelo Estadistico General — Disefio Factorial

Vi = u+ ai+ B+ (aB)y + &)

Yiji = Altura de planta (dia 37 y 58) (cm), Peso seco (gr), concentracion de plomo radicular
(ppm), concentracién de plomo en la zona aérea (ppm), extraccion (gr) y factor de translocacion

(ppm/ppm) observado con la i-ésima especie de planta fitorremediadora, y en el j-ésimo nivel de
contaminacion de plomo.

u = Efecto de la Media general.
a;= efecto de la i-ésima especie de planta fitoremediadora (Vetiver, nicotiana, calamagrostis).
pB; = efecto del j-ésimo nivel de contaminacion de plomo (700, 1000, 1200ppm).

(ap);; = efecto de la interaccion de la i-ésima especie de planta fitoremediadora, y del j-ésimo
nivel de contaminacién de plomo.

& = Error experimental.

— VARIABLE la: ALTURA DE PLANTA — DIA 37

— ANOVA:
Ho: a; = 0,Vi
Ha = Al menos 1 a; es diferente a 0, para todo i=1(vetiver), 2(nicotiana),
3(calamagrostis).
Ho: B; = 0,Vj
Ha = Al menos 1 g; es diferente a 0, para todo j=1(700ppm), 2(1000ppm)),
3(1200ppm).
Ho: (ap);j = 0, Vi
Ha = Al menos 1 (af3);; es diferente a 0, para todo i, j=1, 2, 3.

> MODJ1<-aov(variablela~factorl*factor2,data=altura)
> summary(MOD1)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
factorl 22.1694 1.0847 368.762 <2e-16 ***
factor2 20.0276 0.0138 4.6830.0179
factorl:factor2 4 0.0282 0.0071 2.398 0.0749
Residuals 27 0.0794 0.0029
Signif. codes: 0 “*** (0.001 “*** 0.01 “* 0.05°”0.1 “’ 1

— Eneste caso, el P valor (0.0749) para el efecto de la interaccion de los factores es mayor al
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valor del nivel de significacion utilizado (0.01), por lo tanto hay suficiente evidencia
estadistica para aceptar la hipétesis planteada, es decir, se observa que no hay interaccion
entre la especie de planta (factor 1) y el nivel de contaminacion en el suelo (factor 2) en lo
que respecta a la altura de la planta en cm, para el dia 37. Asi mismo se observa que hay
suficiente evidencia estadistica para indicar que hay diferencia entre las alturas alcanzadas
por cada una de las especies estudiadas en el dia 37.

- CV=275%

—  Prueba de comparacion de medias — FACTOR 1:

Ho:py =p,  HOtpp =p3  HOlpy = 3

Ha: g # u, Ha:pp # pz  Ha:py # 3

> TukeyHSD(MOD1,conf.level=.99,which=c("factor1"))
Tukey multiple comparisons of means
99% family-wise confidence level
Fit: aov(formula = variablela ~ factorl * factor2, data = altura)
$factorl
diff  lwr  uprpadj
N-C 0.1722294 0.1018563 0.2426026 1e-07
V-C 0.5850433 0.5146702 0.6554165 0e+00
V-N 0.4128139 0.3424408 0.4831871 0e+00

De la prueba se puede observar que hay diferencia significativa en la concentracion promedio de
altura para el dia 37 alcanzado por vetiver, comparado con las otras dos especies en estudio
(calamagrostis e nicotiana). Por otro lado, hay diferencia significativa entre calamagrostis e
nicotiana para esta variable, siendo la nicotiana la que alcanz6 mayor altura para el dia 37.

— Promediosl:
C N \Y
11.09 15.98 48.99
— Promedios2:
T1 T2 T3
C 9.40 12.68 11.20
N 15.18 15.30 17.45

V 46.63 48.00 52.35
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— VARIABLE 1b: ALTURA DE PLANTA — DIA 58

— ANOVA:
Ho: a; = 0,Vi
Ha = Al menos 1 «; es diferente a 0, para todo i=1(vetiver), 2(nicotiana),
3(calamagrostis).
Ho: B; = 0,Vj
Ha = Al menos 1 g; es diferente a 0, para todo j=1(700ppm), 2(1000ppm)),
3(1200ppm).
Ho: (af);; = 0, Vi
Ha = Al menos 1 (af);; es diferente a 0, para todo i, j=1, 2, 3.

> MOD2<-aov(variable2a~factor1*factor2,data=altura)
> summary(MOD2)
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
factorl 2 6.482 3.241 329.070 <2e-16 ***
factor2 2 0.005 0.003 0.2720.7637
factorl:factor2 4 0.094 0.023 2.3810.0765
Residuals 27 0.266 0.010
Signif. codes: 0 “*** (0.001 “*** 0.01 “**0.05°.> 0.1 "’ 1

— Eneste caso, el P valor (0.0765) para el efecto de la interaccion de los factores es mayor al
valor del nivel de significacion utilizado (0.01), por lo tanto hay suficiente evidencia
estadistica para aceptar la hipétesis planteada, es decir, se observa que no hay interaccion
entre la especie de planta (factor 1) y el nivel de contaminacion en el suelo (factor 2) en lo
gue respecta a la altura de la planta en cm, para el dia 58. Asi mismo se observa que hay
suficiente evidencia estadistica para indicar que hay diferencia entre las alturas alcanzadas
por cada una de las especies estudiadas en el dia 58.

- CV=4.09%

—  Prueba de comparacién de medias — FACTOR 1:

Ho:py =, HOlpp =p3 HO:py = 3

Ha: uy # pp Ha: u, # us  Ha:pg # s

> TukeyHSD(MOD?2,conf.level=.99,which=c(*"factor1"))
Tukey multiple comparisons of means

99% family-wise confidence level
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Fit: aov(formula = variable2a ~ factorl * factor2, data = altura)
$factorl
diff  Iwr  uprpadj
N-C 0.3613932 0.2326185 0.4901679 0
V-C 1.0246978 0.8959231 1.1534725 0
V-N 0.6633046 0.5345299 0.7920793 0

De la prueba se puede observar que hay diferencia significativa en la concentracién promedio de
altura para el dia 58 alcanzado por vetiver, comparado con las otras dos especies en estudio
(calamagrostis e nicotiana). Por otro lado, hay diferencia significativa entre calamagrostis e
nicotiana para esta variable, siendo la nicotiana la que alcanz6é mayor altura para el dia 58.

— Promediosl:

C N V
10.65 18.28 56.03
— Promedios2:

T1 T2 T3
C 9.80 11.48 10.68
N 17.15 18.68 19.00

V 63.38 47.90 56.80

— VARIABLE 2: PESO DE MATERIA SECA TOTAL

— ANOVA:
Ho: a; = 0,Vi
Ha = Al menos 1 a; es diferente a 0, para todo i=1(vetiver), 2(nicotiana),
3(calamagrostis).
Ho: B; = 0,Vj
Ha = Al menos 1 g; es diferente a 0, para todo j=1(700ppm), 2(1000ppm)),
3(1200ppm).
Ho: (aB);; = 0,Vi
Ha = Al menos 1 (af);; es diferente a 0, para todo i, j=1, 2, 3.

> MOD1<-aov(variablela~factor1*factor2,data=factorial)
> summary(MOD1)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
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factorl 2 55.76 27.878 147.029 3.05e-15 ***
factor2 2 091 0.453 2.387 0.111
factorl:factor2 4 0.95 0.238 1.254 0.312

Residuals 27 5.12 0.190

Signif. codes: 0 “*** (0.001 “*** 0.01 “** 0.05°°0.1 "1

— En este caso, el P valor (0.312) para el efecto de la interaccion de los factores es mayor al
valor del nivel de significacion utilizado (0.01), por lo tanto hay suficiente evidencia
estadistica para aceptar la hipotesis planteada, es decir, se observa que no hay interaccion
entre la especie de planta (factor 1) y el nivel de contaminacion en el suelo (factor 2) en lo
gue respecta a la generacion de biomasa aérea (peso seco de del material vegetal en gr.).
Asi mismo se observa que hay suficiente evidencia estadistica para indicar que hay
diferencia entre los pesos secos de cada una de las especies estudiadas.

- CV=832%

— Promedios:

Cc N \Y

0.3116667 2.6050000 5.1783333

— VARIABLE 3: CONCENTRACION DE PLOMO EN LA ZONA RADICULAR EN
(Ppm)

— ANOVA:
Ho: a; = 0,Vi
Ha = Al menos 1 «; es diferente a 0, para todo i=1(vetiver), 2(nicotiana),
3(calamagrostis).
Ho: B; = 0,Vj
Ha = Al menos 1 g; es diferente a 0, para todo j=1(700ppm), 2(1000ppm)),
3(1200ppm).
Ho: (aB);j = 0,Vi
Ha = Al menos 1 (af3);; es diferente a 0, para todo i, j=1, 2, 3.

> MOD2<-aov(variable2a~factor1*factor2,data=factorial)
> summary(MOD2)

Df Sum Sg Mean Sq F value Pr(>F)
factorl 2 0.007084 0.003542 29.154 1.8e-07 ***

factor2 20.000363 0.000181 1.492 0.2429
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factorl:factor2 4 0.001112 0.000278 2.287 0.0859

Residuals 27 0.003280 0.000121

Signif. codes: 0 “*** (0.001 “** 0.01 “*> 0.05 . 0.1 *° 1

— Eneste caso, el P valor (0.0859) para el efecto de la interaccion de los factores es mayor al
valor del nivel de significacion utilizado (0.01), es decir, que hay suficiente evidencia
estadistica para aceptar la hipétesis planteada, es decir, se observa que no hay interaccion
entre la especie de planta (factor 1) y el nivel de contaminacion en el suelo (factor 2) en lo
que respecta a la concentracién de plomo (ppm) encontrada en la raiz de la planta analizada.
Pese a esto, se observa que hay suficiente evidencia estadistica para indicar que hay
diferencia en la concentracion de plomo (ppm) encontrada en la raiz de la planta segin la
especie.

- 0.79%

—  Prueba de comparacién de medias — FACTOR 1:

Hoipy =y HOipp =p3 HO:py = i3

Ha:u, #p,  Haipy #p3  Haiu # s

> TukeyHSD(MOD?2,conf.level=.99,which=c("factorl"))

Tukey multiple comparisons of means
99% family-wise confidence level
Fit: aov(formula = variable2a ~ factorl * factor2, data = factorial)
$factorl
diff Iwr upr padj
N-C 0.006595152 -0.007707325 0.02089763 0.3229047
V-C -0.025907520 -0.040209997 -0.01160504 0.0000117
V-N -0.032502672 -0.046805149 -0.01820020 0.0000003

De la prueba se puede observar que hay diferencia significativa en la concentracion promedio de
plomo radicular (ppm) encontrado en la planta de vetiver, comparado con las otras dos especies
en estudio (calamagrostis e nicotiana), siendo la primera, una concentracion promedio menor.
Por otro lado, no hay diferencia significativa entre calamagrostis e nicotiana para esta variable.
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> tapply(variable2,factorl,mean)
C N \Y

299.79083 276.73583 93.53667

—  VARIABLE 4: CONCENTRACION DE PLOMO EN LA ZONA AEREA EN (Ppm)

— ANOVA:
Ho: a; = 0,Vi
Ha = Al menos 1 a; es diferente a 0, para todo i=1(vetiver), 2(nicotiana),
3(calamagrostis).
Ho: [)’j =0,Vj
Ha = Al menos 1 g; es diferente a 0, para todo j=1(700ppm), 2(1000ppm)),
3(1200ppm).
Ho: (ap);; = 0,Vi
Ha = Al menos 1 (af);; es diferente a 0, para todo i, j=1, 2, 3.

> MOD3<-aov(variable3a~factor1*factor2,data=factorial)
> summary(MOD3)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
factorl 22619.3 1309.7 90.117 1.13e-12 ***
factor2 2 266.4 133.2 9.166 0.000916 ***
factorl:factor2 4 201.8 50.5 3.4720.020601 *

Residuals 27 3924 145

Signif. codes: 0 “**** (0.001 “**’ 0.01 “*> 0.05 . 0.1 * 1

— En este caso, el P valor (0.020601) para el efecto de la interaccion de los factores es mayor
al valor de significacion utilizado (0.01), por lo tanto, hay suficiente evidencia estadistica
para aceptar la hipdtesis planeada, es decir, se observa que no hay interaccién entre la
especie de planta (factor 1) y el nivel de contaminacion en el suelo (factor 2) en lo que
respecta a la concentracion de plomo (ppm) encontrada en la raiz de la planta analizada.
Pese a esto, se observa que hay suficiente evidencia estadistica para indicar que hay
diferencia en la concentracion de plomo (ppm) encontrada en la zona aérea, segin la
especie, y segun el nivel de contaminacion del suelo.

- 21.7%
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— Prueba de comparacion de medias — FACTORL1:

Ho:py =p,  HOtpp =p3  HOlpy = p3

Ha:py #p,  Haipp #pus  Haipy # 3

> TukeyHSD(MOD3,conf.level=.99,which=c("factorl"))
Tukey multiple comparisons of means
99% family-wise confidence level
Fit: aov(formula = variable3a ~ factorl * factor2, data = factorial)
$factorl
diff  Iwr  upr padj
N-C 10.70438 5.75784 15.65092 6.0e-07
V-C -10.18743 -15.13397 -5.24089 1.5e-06
V-N -20.89181 -25.83834 -15.94527 0.0e+00

De la prueba realizada se puede observar que hay diferencia significativa en la concentracion
promedio de plomo en la biomasa aérea (ppm) encontrado en la planta de vetiver, comparado
con las otras dos especies en estudio (calamagrostis e nicotiana), siendo la primera, una
concentracién promedio menor. Asi mismo, entre la nicotiana y el calamagrostis, esta primera
presenta en promedio una concentracion mayor de plomo en la biomasa aérea.

> tapply(variable3,factorl,mean)
C N \Y

48.42500 96.51833 15.56417

— Prueba de comparacién de medias — FACTOR2:

Ho:py = pp | HO g = p3

Ha:uy # py | Hai g # pp

> TukeyHSD(MOD3,conf.level=.99,which=c("factor2"))
Tukey multiple comparisons of means

99% family-wise confidence level
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Fit: aov(formula = variable3a ~ factorl * factor2, data = factorial)
$factor2

diff  Iwr upr padj
T2-T14.079818 -0.866720 9.026355 0.0366604
T3-T16.602690 1.656152 11.549228 0.0006600
T3-T2 2.522872 -2.423665 7.469410 0.2542687

De la prueba se puede observar que hay diferencia significativa en la concentracién promedio de
plomo en la biomasa aérea para el caso del tratamiento con mayor contenido de contaminante en
el suelo (1200ppm), comparado con lo registrado bajo el tratamiento de menor contenido de
contaminante en el suelo (700ppm).

> tapply(variable3,factor2,mean)
T1 T2 T3

39.03750 54.06333 67.40667

— VARIABLE 5: EXTRACCION DE PLOMO (mg)

— ANOVA:
Ho: a; = 0,Vi
Ha = Al menos 1 «; es diferente a 0, para todo i=1(vetiver), 2(nicotiana),
3(calamagrostis).
Ho: B; = 0,Vj
Ha = Al menos 1 j; es diferente a 0, para todo j=1(700ppm), 2(1000ppm)),
3(1200ppm).
Ho: (ap);; = 0,Vi
Ha = Al menos 1 (af3);; es diferente a 0, para todo i, j=1, 2, 3.

> MOD4<-aov(variableda~factor1*factor2,data=factorial)
> summary(MOD4)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
factorl 227.870 13.935113.781 7e-14 ***
factor2 2 0.742 0.371 3.030 0.065

factorl:factor2 4 0.285 0.071 0.582 0.678
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Residuals 27 3.307 0.122

Signif. codes: 0 “*** (0.001 “*** 0.01 “** 0.05°°0.1 "1

— Eneste caso, el P valor (0.678) para el efecto de la interaccion de los factores es mayor al
valor del nivel de significacién utilizado (0.01), es decir, que hay suficiente evidencia
estadistica para aceptar la hipétesis planteada, es decir, se observa que no hay interaccién
entre la especie de planta (factor 1) y el nivel de contaminacion en el suelo (factor 2) en lo
gue respecta a la cantidad de plomo extraida del suelo en gr. Pese a esto, se observa que
hay suficiente evidencia estadistica para indicar que hay diferencia en la cantidad promedio
de plomo extraida por la planta seguin su especie.

— 18.65%

— Prueba de comparacién de medias — FACTOR1:

Ho: py = pp | HO: py = i3

Ha:puy # pp | Haipug # pp

> TukeyHSD(MOD4,conf.level=.99,which=c("factor1"))
Tukey multiple comparisons of means
99% family-wise confidence level
Fit: aov(formula = variableda ~ factorl * factor2, data = factorial)
$factorl
diff Iwr  upr padj
N-C 1.9287874 1.4746931 2.3828817 0.000000
V-C 1.7972388 1.3431445 2.2513331 0.000000
V-N -0.1315486 -0.5856429 0.3225457 0.632129

De la prueba se puede observar que hay diferencia significativa en la cantidad de plomo
promedio extraida del suelo por el vetiver y el calamagrostis (vetiver extrae mas), y la nicotiana
y el calamagrostis (nicotiana extrae méas). Por otro lado, no hay diferencia significativa entre la
cantidad promedio de plomo extraida por vetiver y nicotiana.

> tapply(variable4,factorl,mean)
C N \Y

0.0275000 0.3016667  0.2708333
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— VARIABLE 6: FACTOR DE TRANSLOCACION

— ANOVA:
Ho: a; = 0,Vi
Ha = Al menos 1 «; es diferente a 0, para todo i=1(vetiver), 2(nicotiana),
3(calamagrostis).
Ho: B; = 0,Vj
Ha = Al menos 1 g; es diferente a 0, para todo j=1(700ppm), 2(1000ppm)),
3(1200ppm).
Ho: (af);; = 0, Vi
Ha = Al menos 1 (af);; es diferente a 0, para todo i, j=1, 2, 3.

> MODb5<-aov(variable5~factorl*factor2,data=factorial)
> summary(MOD?5)

Df Sum Sq Mean Sqg F value Pr(>F)
factorl 20.3703 0.18514 16.09 2.51e-05 ***
factor2 20.0552 0.02762 2.40 0.11
factorl:factor2 4 0.5916 0.14791 12.85 5.53e-06 ***

Residuals 27 0.3107 0.01151

Signif. codes: 0 “****(0.001 “** 0.01 “*> 0.05 . 0.1 *’ 1

— Eneste caso, el P valor (5.53e-06) para el efecto de la interaccién de los factores es menor
al valor del nivel de significacion utilizado (0.01), es decir, que hay suficiente evidencia
estadistica para rechazar la hip6tesis planteada, es decir, se observa que hay interaccion
entre la especie de planta (factor 1) y el nivel de contaminacion en el suelo (factor 2) en lo
que respecta al factor de translocacion del metal pesado. Del mismo modo, se observa que
hay suficiente evidencia estadistica para indicar que hay diferencia en el factor de
translocacion del metal pesado segun la especie.

- 38.5%

— Prueba de comparacién de medias — FACTOR1:

Ho: py = pp | HO: py = i3

Ha: g # pp | Hai g # pp
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> TukeyHSD(MODS5,conf.level=.99,which=c("factorl"))
Tukey multiple comparisons of means
99% family-wise confidence level
Fit: aov(formula = variable5 ~ factorl * factor2, data = factorial)
$factorl
diff Iwr upr padj
N-C 0.07833333 -0.06085252 0.21751919 0.1923711
V-C -0.16500000 -0.30418585 -0.02581415 0.0022777
V-N -0.24333333 -0.38251919 -0.10414748 0.0000200

De la prueba se puede observar que hay diferencia significativa en el factor de translocacion en
la planta de vetiver, y comparado con las otras dos especies en estudio (calamagrostis e
nicotiana), siendo la primera, un factor menor. Por otro lado, no hay diferencia significativa
entre calamagrostis e nicotiana para esta variable.

> tapply(variable5,factorl,mean)
C N \%

0.3075000 0.3858333 0.1425000

—  Prueba de comparacién de medias — INTERACCION:

Ho:py = pp | HO: g = p3

Ha:uy # pp | Hai g # pp

> TukeyHSD(MODS5,conf.level=.99)#Efectos simples
Tukey multiple comparisons of means
99% family-wise confidence level
$ factorl:factor2’
diff Iwr upr padj
N:T1-C:T1 -4.250000e-02 -0.34938514 0.26438514 0.9996738
V:T1-C:T1-1.150000e-01 -0.42188514 0.19188514 0.8383959

C:T2-C:T1 1.275000e-01 -0.17938514 0.43438514 0.7522917
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N:T2-C:T1 -6.250000e-02 -0.36938514 0.24438514 0.9950168

V:T2-C:T1-1.150000e-01 -0.42188514 0.19188514 0.8383959

C:T3-C:T1 -6.750000e-02 -0.37438514 0.23938514 0.9917161

N:T3-C:T1 4.000000e-01 0.09311486 0.70688514 0.0004329

V:T3-C:T1 -2.050000e-01 -0.51188514 0.10188514 0.1936600

V:T1-N:T1 -7.250000e-02 -0.37938514 0.23438514 0.9869065

C:T2-N:T1 1.700000e-01 -0.13688514 0.47688514 0.4093691

N:T2-N:T1 -2.000000e-02 -0.32688514 0.28688514 0.9999990

V:T2-N:T1 -7.250000e-02 -0.37938514 0.23438514 0.9869065

C:T3-N:T1 -2.500000e-02 -0.33188514 0.28188514 0.9999942

N:T3-N:T1 4.425000e-01 0.13561486 0.74938514 0.0001008

V:T3-N:T1 -1.625000e-01 -0.46938514 0.14438514 0.4677663

C:T2-V:T1 2.425000e-01 -0.06438514 0.54938514 0.0721887

N:T2-V:T1 5.250000e-02 -0.25438514 0.35938514 0.9985000

V:T2-V:T1-5.551115e-17 -0.30688514 0.30688514 1.0000000

C:T3-V:T1 4.750000e-02 -0.25938514 0.35438514 0.9992658

N:T3-V:T1 5.150000e-01 0.20811486 0.82188514 0.0000087

V:T3-V:T1 -9.000000e-02 -0.39688514 0.21688514 0.9526421

N:T2-C:T2 -1.900000e-01 -0.49688514 0.11688514 0.2733073

V:T2-C:T2 -2.425000e-01 -0.54938514 0.06438514 0.0721887

C:T3-C:T2 -1.950000e-01 -0.50188514 0.11188514 0.2445566

N:T3-C:T2 2.725000e-01 -0.03438514 0.57938514 0.0297232

V:T3-C:T2 -3.325000e-01 -0.63938514 -0.02561486 0.0042952

V:T2-N:T2 -5.250000e-02 -0.35938514 0.25438514 0.9985000

C:T3-N:T2 -5.000000e-03 -0.31188514 0.30188514 1.0000000

N:T3-N:T2 4.625000e-01 0.15561486 0.76938514 0.0000510

V:T3-N:T2 -1.425000e-01 -0.44938514 0.16438514 0.6328441

C:T3-V:T2 4.750000e-02 -0.25938514 0.35438514 0.9992658
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N:T3-V:T2 5.150000e-01 0.20811486 0.82188514 0.0000087
V:T3-V:T2 -9.000000e-02 -0.39688514 0.21688514 0.9526421
N:T3-C:T3 4.675000e-01 0.16061486 0.77438514 0.0000430
V:T3-C:T3 -1.375000e-01 -0.44438514 0.16938514 0.6738990
V:T3-N:T3 -6.050000e-01 -0.91188514 -0.29811486 0.0000005

De los resultados encontrados, se puede concluir que la combinacion nicotiana cultivada con en
un sustrato con elevado contenido de contaminante (1200ppm) presenta el mejor resultado para
la variable factor de translocacién, valor Unicamente no diferente estadisticamente a la
combinacion calamagrostis y tratamiento intermedio de contaminante en el sustrato (1000ppm).

> tapply(variable5,list(factorl,factor2),mean)
T1 T2 T3

C 0.2875 0.4150 0.2200

N 0.2450 0.2250 0.6875

V 0.1725 0.1725 0.0825
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