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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo principal evaluar los efectos de
microorganismos altoandinos, promotores de crecimiento vegetal, en la tolerancia

de la alfalfa y trigo, cultivados en presencia de metales pesados.

Se tamizaron las cepas reactivadas segun su capacidad maxima de
tolerancia (CMT) a cadmio (Cd) y plomo (Pb), como segundo tamizaje se evalud
las caracteristicas promotoras de crecimiento vegetal en presencia y ausencia Cd
y Pb. Se escogieron dos cepas bacterianas para ser aplicada en un bioensayo con
alfalfa y trigo, bajo estrés con Cd y Pb.

Se reactivaron un total de 59 cepas bacterianas, 7 toleraron Cd y Pb, ademas
se seleccionaron 2 cepas bacterianas de estudios previos que tuvieron similar
tolerancia, estas cepas fueron BEP0O3, BEP32, BEUO1, GT10B, GT24B, GT25B,
VT19B, BEP17-Dm y BEP18-Dm. Solo 5 cepas produjeron sideréforos con estrés
de Pb y 4 con Cd, siendo BEP17 la que presenté mayor indice de sideroforos (IS)
bajo estrés con Ph. En cuanto a la produccion de acido indol-3-acético (AlA), solo
7 cepas produjeron AlA en presencia de 0.5y 1mM de Pb, en presencia de 0.5mM
de Cd, solo produjeron AlA 6 cepas, a 1mM de Cd, solo produjeron AlA 7 cepas.
Se escogieron las bacterias Pseudomona japdénica BEP17-Dm y Rahnella sp.
GT24B, que demostraron solubilizacion de fosfatos, con presencia de Pb. En el
bioensayo, GT24B aumento la germinacion de alfalfa en presencia de Pb, BEP17-
Dm aumento el tamafio y peso hiumedo de las raices en presencia de Pb. GT24B
potencio la absorcién de Cd y Pb en los tejidos de trigo, mientras que BEP17-Dm
disminuyd la concentracion de Cd en la parte rizosférica del trigo. Demostrando que
Rahnella sp. GT24B tiene potencial para ser aplicado a una fitorremiacion asistida,
al incrementar la concentracion de metales en el tejido, sin comprometer la

supervivencia del trigo.

Palabras clave: Estrés metdlico, sider6foros, &cido indol-3-acético,

fitorremediacion asistida, Triticum aestivum.
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ABSTRACT

The main objective of this research was to evaluate the effects of high
Andean plant growth-promoting microorganisms on the tolerance of alfalfa and

wheat grown in the presence of heavy metals.

The reactivated strains were screened according to their maximum tolerance
capacity (MTC) to cadmium (Cd) and lead (Pb), and as a second screening, the
plant growth-promoting characteristics were evaluated in the presence and absence
of Cd and Pb. Two bacterial strains were chosen to be applied in a bioassay with
alfalfa and wheat, under Cd and Pb stress.

A total of 59 bacterial strains were reactivated, 7 tolerated Cd and Pb, in
addition, 2 bacterial strains were selected from previous studies that had similar
tolerance, these strains were BEP03, BERP32, BEUO1, GT10B, GT24B, GT25B,
VT19B, BEP17-Dm and BEP18-Dm. Only 5 strains produced siderophores with Pb
stress and 4 with Cd, being BEP17-Dm the one that presented the highest
siderophore index (SI) under Pb stress. As for indol-3-acetic acid (IAA) production,
only 7 strains produced IAA in the presence of 0.5 and 1mM Pb, in the presence of
0.5mM Cd, only 6 strains produced IAA, at 1mM Cd, only 7 strains produced IAA.
The bacteria Pseudomona japonica BEP17-Dm and Rahnella sp. GT24B, which
showed phosphate solubilization in the presence of Pb, was chosen. In the
bioassay, GT24B increased alfalfa germination in the presence of Pb, BEP17-Dm
increased the size and wet weight of roots in the presence of Pb. GT24B enhanced
Cd and Pb uptake in wheat tissues, while BEP17-Dm decreased Cd concentration
in the rhizospheric part of wheat. Demonstrating that Rahnella sp. GT24B has the
potential to be applied to assisted phytoremediation by increasing the concentration

of metals in the tissue, without compromising wheat survival.

Keywords: Metallic stress, siderophores, indol-3-acetic acid, assisted

phytoremediation, Triticum aestivum.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

El desarrollo de diferentes actividades antropogénicas y la
industrializacion generan distintos materiales contaminantes que son
agregados a los distintos compartimientos ambientales, estos materiales
son las principales causantes de dafios al ambiente y organismos vivos
(Ullah et al., 2015). Los metales pesados son atribuidos como materiales
contaminantes que presentan efectos inhibidores sobre los ecosistemas
acuatico y terrestres que dan como resultado un aumento de riesgo para
la salud (Ashraf et al., 2017).

Las altas concentraciones de metales pesados pueden ser
fitotbxicas debido a su probable interferencia con la fotosintesis y la
respiracion, la nutricion mineral, las actividades enzimaticas, las funciones
de membrana y el equilibrio hormonal en las plantas (Z. Yahaghi et al.,
2019) Los metales pesados ocasionan efectos moderados y graves en la
biosfera de las plantas, por lo que, existe una gran necesidad de encontrar
soluciones para para garantizar la supervivencia de las plantas (Ureyen et
al., 2020); Estas condiciones, hacen que las plantas desarrollen varios

mecanismos que los protejan contra las toxicidades por metales pesados,
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pueden ser, al evitar la absorcién de metales y su desintoxicacion a traves
de quelaciones con diferente metabolitos como compuestos fendlicos,
aminoacidos y acidos organicos (Belimov et al., 2019). A pesar de estas
adaptaciones, al aumentar las concentraciones de estos metales hasta
niveles altos, puede generar mayor bioacumulacién de metales, que a su
vez puede generar dificultades en sus procesos fisioldgicos y funciones
bioquimicas, incluido el aparato fotosintético, sistema antioxidante y
adquisicion de nutrientes (Shahid et al., 2019). Incluso la fitorremediacion,
gue usa plantas tolerantes y bioacumulantes de metales pesados,
presenta desventajas como la diminucion en la biomasa por estrés
metalico, disminuyendo la tasa de crecimiento, e incluso en algunos
disminuir la absorcién por falta de biodisponibilidad de metales pesados en
el medio (Ma et al., 2016), esto puede ser mejorado por asociaciones con
microbios que potencia la eficiencia de este enfoque, considerandolo una

fitorremediacion asistida (Ashraf et al., 2017).

En los ultimos afios, las bacterias promotoras del crecimiento de las
plantas (PGPB) se han acufiado por su potencial para regular la tolerancia
a los metales pesados en las plantas al aumentar la disponibilidad de
nutrientes y la secrecion de compuestos que regulan el crecimiento de las
plantas, incluido AIA (Khanthom et al., 2021). De manera similar, las PGPB
también tienen el potencial de regular el estrés abiotico en condiciones
optimas mediante la sintesis de la enzima ACC desaminasa y la
solubilizacion del fosfato mineral que conduce a la promocion de la

biomasa vegetal (Rizvi & Khan, 2017).

En la region de Ancash, existe el reporte de plantulas de Medicago
sativa inoculadas con PGPB, que mostraron un mayor porcentaje de
supervivencia bajo cultivo in vitro en presencia de cadmio (Cd), plomo (Pb)
o aluminio (Al) (Tamariz-Angeles et al., 2021); sin embargo, hasta la fecha,
no existen reportes o investigaciones similares en nuestra region, sobre
microorganismos que presenten caracteristicas PGP bajo estrés metalico,
y sus inoculaciones en plantas cultivadas en presencia de metales

pesados. Existen datos de microorganismos aislados de zonas con

2
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presencia de metales, ya sea por accion del hombre o de manera natural,
y que presentan caracteristicas PGP, como los aislados de un pasivo
ambiental minero (Palacios, 2018) y de suelos con lixiviados naturales de
rocas (Huaman, 2018), pero que no profundizaron, en como los metales
afectan sus caracteristicas PGP y el efecto que tienen al ser inoculadas en
plantas de Medicago sativa y Triticum aestivum cultivas en dichos metales
pesados; estas plantas son comunes en nuestra regién, y han sido usadas

en muchas evaluaciones similares a nivel internacional.

Por lo mencionado, la presenten investigacién tuvo como objetivo
principal evaluar los efectos de microorganismos altoandinos promotores
de crecimiento vegetal en la tolerancia de Medicago sativa y Triticum
aestivum cultivados en presencia de metales pesados (Cd y Pb). El
esquema de la investigacion consigna: La introduccién, donde se muestra
los objetivos, hipotesis y variables de la investigacion; el marco teérico,
gue presenta los antecedentes, bases tedricas y definicion de términos
basico; el maro metodologico, que muestra el tipo y disefio de la
investigacion, los métodos y técnicas usados en las distintas evaluaciones,
la poblacion y muestra, instrumentos validados de recoleccion de datos, y
el plan de procesamiento y analisis estadistico de la informacién obtenida;
los resultados; la discusion de resultados; y por ultimo las conclusiones y

recomendaciones.
1.1 Objetivos
Objetivo General

Evaluar los efectos de microorganismos altoandinos promotores de
crecimiento vegetal en la tolerancia de Medicago sativa y Triticum

aestivum cultivados en presencia de metales pesados.
Objetivos Especificos

e Evaluar capacidad de tolerancia de las cepas de bacterias a distintas

concentraciones de sales de metales pesados.

E @ ®®0 Repositorio Institucional - UNASAM - Peru



e Evaluar la capacidad promotora de crecimiento vegetal de las cepas
seleccionadas en el objetivo anterior (produccién de acido indol-3-
acético, sideroforos y solubilizacion de fosfato) con y sin estrés metélico
de Cdy Pb.

e Determinar la capacidad de germinacién de las semillas, crecimiento y
concentracion de metales en el tejido de Medicago sativa y Triticum
aestivum expuestas a metales pesados (Cd y Pb) he inoculadas con 02
bacterias nativas, altoandinas y promotoras de crecimiento vegetal

seleccionadas en el objetivo anterior.

e Relacionar los resultados obtenidos como alternativas de mejora para

una gestion ambiental adecuada.
1.2 Hipotesis

Al menos uno de los microorganismos altoandinos promotores de
crecimiento vegetal inoculados en Medicago sativa o Triticum aestivum
presenta efectos positivos en el crecimiento o absorcion de metales

pesados.
1.3 Variables
Variable Independiente
Microorganismos altoandinos.
Variable Dependiente

Resistencia de la planta inoculada con microorganismos

altoandinos bajo estrés de metales pesados (MP).
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Tabla 1

Operacionalizacion de Variables

Variable Dimensién Indicador Método Instrumento

Maxima

capacidad de » _
Coloracion Plantilla Blanca

tolerancia

(MCT)
Variable .

Produccion _ i
Independiente: Cepas AIA Absorbancia Espectrofotometro
Microorganismos microbianas .

_ . Coloracién - _
altoandinos Produccion de y Regla y plantilla
o Formacion
sideroforos Blanca
de halo

Solubilizacion Formacion  Regla y plantilla

de fosfatos de halo Oscura
Variable Germinacion % de Ensayos de Observacion -
Dependiente: de semillas Germinacion  germinacion conteo
Resistencia de Longitud de  Medicion
la planta tamafio total manual Regla
inoculada con Longitud de  Medicién
microorganismos  Caracteristicas tamarfio raiz ~ manual Regla
altoandinos bajo  de crecimiento  pegg Himedo Pesado Balanza
estrés de
metales pesados Peso Seco  Pesado Balanza
(MP)

Concentracién APHA -

Metales Espectrofotdmetro
de Pb MS24(Pb)

pesados en el
. Concentracion APHA -
tejido vegetal Espectrofotdmetro
de Cd MSO08 (Cd)

Fuente: Elaboracion propia
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CAPITULO Il
MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes

En la investigacion "Characterization of siderophore-producing
microorganisms associated to plants from high-Andean heavy metal
polluted soil from Callejon de Huaylas (Ancash, Perd)", de Tamariz-
Angeles et al. (2021), evaluando hongos y bacterias, aislados de medios
con estrés metalico. Una primera evaluacion fue la produccion de
sideré6foros de hierro y/o aluminio, con esta prueba se tamizaron a 14
cepas de bacterias, las cuales fueron identificadas con analisis ADNr 16s
e ITS. Se realiz6 prueba de tolerancia a metales, donde los resultados en
bacterias fueron de 2-8mM en plomo y 1-6mM de cadmio, y en hongos de
9-70mM de plomo y 3-10mM de cadmio; se realizaron pruebas de
solubilizacion de fosfatos, produccion de acido indol-3-acético (AlA). Luego
de todas las pruebas se seleccionaron algunas cepas para un bioensayo
en plantas de Medicago sativa, donde fueron inoculadas, el crecimiento

fue in vitro en un medio de cultivo contaminado con metales pesados.
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Segun Ulloa-Mufioz et al. (2020), en la investigacién “Diversity of
endophytic plant-growth microorganisms from Gentianella weberbaueri
and Valeriana pycnantha, highland Peruvian medicinal plants", aislaron
bacterias y hongos de dos plantas altoandinas de la Cordillera Blanca. Se
realizaron pruebas de solubilizacién de fosfatos, produccion de acido indol-
3-acético, produccion de sideroforos, antagonismo, actividades
celuloliticas y proteoliticas, como parte de encontrar las cepas con mejores
caracteristicas de promocion de crecimiento vegetal. Se realizO0 un
bioensayo con plantas de Medicago Sativa y Triticum aestivum, donde un
mayor crecimiento de raices se observo con la inoculacion de la bacteria
GT24B, VT24B, VT28B y VT34B, demostrando la importancia de la
diversidad microorganismos enddfitos aislados, como promotores de

crecimiento vegetal.

Segun Ureyen et al. (2020) en su investigacion "Determination of
bioremediation properties of soil-borne Bacillus sp. 505Y11 and its effect
on the development of Zea mays in the presence of copper"”, una bacteria
rizoide Bacillus sp. con denominacion 505Y11, procedente de orquideas
de la meseta Ovit, fue examinada en cuanto a las caracteristicas que
promueven el crecimiento de las plantas: Solubilizacion de fosfatos,
produccion de  &cido  l-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC
desaminasa), produccion de sideréforos, produccion de acido indol acético
(AIA), produccion de amonio. Se observo fuerte produccion de sideroforos
y amonio. Ademas, desarroll6 una prueba de tolerancia a metales Hierro
(Fe), Cobre (Cu), Plomo (Pb), Plata (Ag), Zinc (Zn), dénde 505Y11
demostrd alta tolerancia. Se investigo el efecto de esta bacteria en la
germinacion y crecimiento de la planta de maiz, en condiciones de

presencia y ausencia de cobre.

En el estudio de Efe (2020), "Potential Plant Growth-Promoting
Bacteria with Heavy Metal Resistance", se colectaron muestras de suelos
provenientes de depdsitos minerales de plomo y zinc, ubicados en la
provincia de Gumushane, Turquia. De estas muestras se aislaron nueve
bacterias, que toleraron 100mg/ml de zinc y plomo suplementado a su

7
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medio de cultivo. Se evaluaron las caracteristicas que promueven el
crecimiento de la planta: Produccion de acido indol acético y siderdéforo,
fijacion de nitrégeno y solubilizacién de fosfato. Luego se determind la
concentracion minima inhibitoria (CMI) a tres metales pesados (plomo,
zinc, cobre). Concluye mencionando que los aislados bacterianos de su
estudio poseen caracteristicas que promueven el crecimiento de las

plantas y mejoran un suelo contaminado con metales pesados.

Segun Abbas et al. (2020), en la investigacion "Acinetobacter sp.
SG-5 inoculation alleviates cadmium toxicity in differentially Cd tolerant
maize cultivars as deciphered by improved physio-biochemical attributes,
antioxidants and nutrient physiology" se aislé una bacteria proveniente de
suelo contaminado industrialmente, el cual a través del analisis de gen 16S
rRNA, se determin6 como Acinetobacter sp. SG-5, el cual pudo tolerar
1000 mg/L de estrés por Cd y presentar caracteristicas promotoras de
crecimiento de planta, como la produccion in vitro de acido indol acético,
solubilizacion de fosfato, asi como 1-aminociclopropano-1-carboxilico.
actividad desaminasa acida. Realizaron un experimento en placa para
apreciar el efecto del Acinetobacter sp.en cultivares de maiz, plantas no
inoculadas presentaron drasticos efectos con los tratamiento de Cd, en
cuanto a su crecimiento, antioxidantes y adquisicién de iones minerales
predominantes. La inoculacion influyd positivamente en el crecimiento del
maiz, potencial antioxidante mejorado, nivel 6ptimo de nutrientes potasio

(K), calcio (Ca), magnesio (Mg) y zinc (Zn).

La investigacion "Uptake and effects of lead and zinc on alfalfa
(Medicago sativa L.) seed germination and seedling growth: Role of plant
growth promoting bacteria” de Yahaghi et al. (2019),utilizaron cepas
aisladas de suelos mineros contaminado con metales pesados que
presentan caracteristicas de promocién del crecimiento de plantas, segun
Zahra Yahaghi et al. (2018). El estudio se desarrolla orientado a
seleccionar la cepa mas eficaz en el aumento del crecimiento y
acumulacion de metales (bajo niveles téxicos) de plomo (Pb) y zinc (Zn),

en plantas de alfalfa. Los resultados datan que la germinacion in vitro es

8
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menos sensible a niveles elevados de Pb y Zn, requiriendo 4.4y 7.9 mM
respectivamente, para reducirlo al 50%; pero en el caso del crecimiento in
vitro de las raices de las plantulas, se suprimen a 4mM de Pb y 6mM de
Zn. Observan que cepas bacterianas capaces de producir &cido
indolacético y sideréforos afectaron positivamente al crecimiento de las
plantas en medios con metales pesados. Ademas, hizo pruebas en
maceta, usando vermiculita como medio, bajo tratamientos metalicos,
donde los resultados mas eficaces fueron producto de la inoculacién con
Bacillus filamentosus YSP110, en tanto al aumento de la acumulacion de
Pb en tallo y raices, y Bacillus cereus YSP4, en tanto al aumento del
crecimiento y acumulacibn de Zn, en comparaciéon de plantas no
inoculadas. Los resultados sugieren que ambas cepas tienen gran
potencial de promover el crecimiento de plantas y ademas de ser
candidatos para la fitoextraccion asistida por microorganismos de suelos

contaminados con metales pesados.

Segun Tirry et al. (2018), en el estudio "Screening of plant growth
promoting traits in heavy metals resistant bacteria: Prospects in
phytoremediation”, a partir de muestras de suelos contaminados de las
rizosferas de plantas autéctonas de la zona de Sais, Fez (Marruecos), se
aislaron veintisiete bacterias resistentes a cromo, estas fueron luego
sometidas a resistencia con metales pesados (Cromo, zinc, cobre, plomo
y cobalto), reduccion de Cr(VI) y caracteristicas de promocién del
crecimiento de las plantas (solubilizacién de fosfatos, produccion de AlA'y
sider6foros). El aislado NF2 fue seleccionado por su alta resistencia a
metales pesados y caracteristicas de promocién de crecimiento de plantas,
fue identificado por el analisis de la secuencia del ADNr 16S, como
Cellulosimicrobium sp. Realizaron experimentos en maceta, a condiciones
de invernadero, donde la cepa demostré propiciar el crecimiento de la
alfalfa en suelos control y contaminados con cromo, zinc y cobre, ademas
de aumentar la absorcibn de metales por parte de las plantas,
demostrando un potencial para la biorremediaciébn y promocion del

crecimiento de plantas.
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Segun Rizvi & Khan (2017), en la investigacion "Biotoxic impact of
heavy metals on growth, oxidative stress and morphological changes in
root structure of wheat (Triticum aestivum L.) and stress alleviation by
Pseudomonas aeruginosa strain CPSB1" , presenta una bacteria tolerante
a metales aislada de rizosfera de Chile, fue identificada mediante la
secuencia 16S rDNA. Pseudomonas aeruginosa CPSB1 presenta
caracteristicas promotoras de crecimiento vegetal en presencia y ausencia
de metales, demostrando solubilizacion de fosfatos a 400 ppm de Cd, Cry
Cu. Ademas de ser positivos para acido indol acético (AlA), sider6foros,
cianuro de hidrogeno, amoniaco y 1-aminociclopropano-1-carboxilato
(ACC) deaminasa, en presencia o ausencia de metales. El experimento
con estrés metélico (Cu, Cd, Cr) y trigo, demuestra que plantas inoculadas
con P. aeruginoa CPSB1 tuvieron mejor crecimiento, mayor nimero de
espigas, mejor rendimiento de grano y paja, que las plantas de trigo sin
inocular, CPSB1 disminuy6 significativamente los niveles de catalasa
(CAT), glutation reductasa (GR) y superéxido dismutasa (SOD), prolina y
malondialdehido (MDA) y disminuy6 la cantidad de metales en el trigo,
demostrando que esta cepa promueve el crecimiento de la planta y tiene

la capacidad de contrarrestar efectos negativos de los metales.

Segun la tesis “Determinacién de la capacidad biofertilizante de
actinomicetos en presencia de metales pesados” de Pacheco, (2016),
determind la capacidad biofertilizante de microorganismos actinomicetos
en plantas frente a metales pesados. Trabajé con 24 cepas, de las cuales
a través de pruebas bioquimicas y de resistencia a metales pesados,
selecciond 5 cepas para ser puestas a pruebas con semillas de Medicago
sativa y Lactuca sativa, que fueron sometidas a cobre (Cu), hierro (Fe),
zinc (Zn) y cadmio (Cd) en concentraciones de 10, 50, 100 y 200 ppm,
respectivamente, repitié estas pruebas sin los in6culos, para observar el
rendimiento de las plantas. Los resultados permitieron inferir que los
metales son nocivos para las plantas y que la presencia de estas bacterias
disminuye este efecto, pudiendo permitir la restauracion de suelos

contaminados y promoviendo el crecimiento vegetal.
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2.2 Bases Teoricas
Contaminacion por metales pesados.

Los metales pesados (MP) en un sentido biolégico, es un término
gue se utiliza para aquellos metales y semimetales de alta densidad, con
potencial toxicidad humana o ambiental (Tchounwou et al., 2012). Metales
como: Cadmio (Cd), arsénico (As), plomo (Pb), niquel (Ni), zinc (Zn),
cobre(Cu), son de principal preocupacion en compartimientos ambientales,
como cuando se aplican al suelo en cantidades excesivas, pueden
disminuir el rendimiento de las plantas o degradar la calidad de los cultivos
(Gusain et al., 2017).

La acumulacion de metales toxicos en varios compartimientos del
ambiente es peligrosa para la biota, incluidos los humanos, debido a la
bioacumulacion y biomagnificacion de metales pesados en organismos
vivos (Ali et al., 2013). Las areas, donde se realizan actividades mineras
generalmente presentan una mayor presencia de metales pesados que
contaminan el suelo y el agua y restringen un normal desarrollo de la biota
(Ashraf et al., 2017).

La contaminacién por metales, no solo amenaza la productividad de
los cultivos, sino que también representa diversos problemas ecolégicos y
ambientales, generando posibles entradas de metales a la cadena tréfica,
deteriorando la calidad del suelo, suprimiendo el crecimiento vegetal, la
alteracion de la microbiota y un peligro para las vidas humanas (Abbas et
al., 2020; Ashraf et al., 2017).

Efectos de la contaminacion por metales pesados

Entre los metales pesados téxicos mas comunes tenemos: aluminio
(Al), zinc (Zn), manganeso (Mn), cromo (Cr), cobre (Cu), cadmio (Cd),
plomo (Pb) y mercurio (Hg) (Emamverdian et al., 2015). Los metales
pesados presentan importantes efectos inhibidores sobre los ecosistemas

acuaticos y terrestres que dan como resultado un aumento de los riesgos
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fisiologicos para la salud (Chen et al., 2015). La exposicion a algunos
metales pesados como Cd, Pb y Cr, puede causar riesgos y efectos

nocivos para la salud de los seres humano (Khanthom et al., 2021).

Tanto la parte rizosférica como la aérea de las plantas pueden
absorber MP que afectan directa o indirectamente a la salud de las plantas
(Mishra et al., 2017). Se ha reportado por varios estudios que la toxicidad
del Al podria resultar en la inhibicién del crecimiento de las raices de las
plantas que, por estrés oxidativo (Silambarasan et al., 2019). El exceso de
cobre en el suelo genera contaminacion dando como consecuencia un
menor rendimiento y la calidad de muchos productos agricolas (Ureyen et
al., 2020). El Cd es un metal no redox activo, pero induce la generacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS), que pueden provocar la muerte
celular de las plantas debido al estrés oxidativo (Gusain et al., 2017). EI Pb
tiene mayor impacto perjudicial en la salud humana (Zahra Yahaghi et al.,
2018).

Plantas expuestas a estreses abidticos como metales pesados,
reflejan un crecimiento y supervivencia reducidas, por ejemplo: Vigna
radiata presento inhibicion del alargamiento de las raices en presencia de
Al (Silambarasan et al., 2019), Zea mays disminuyd su crecimiento en
presencia de Cu (Ureyen et al., 2020) y Cd (Abbas et al., 2020), de similar
manera Triticum aestivum L. en presencia de Cd (Gusain et al., 2017),
Sorghum bicolor, L. cultivado en suelo contaminado con Cd, Pb 'y Zn (El-
Meihy et al.,, 2019) y Medicago Sativa en presencia de Pb y Zn
contaminante (Z. Yahaghi et al., 2019).

Pasivos ambientales mineros en el Peru

Son aquellos remanentes, producidos por la actividad minera,
pudiendo ser aquellas instalaciones, efluentes o depésitos producidos por
sus operaciones, que en la actualidad estdn abandonadas o inactivas,
considerandose un riesgos permanente y potencial sobre la salud de las
personas Yy los ecosistemas circundantes (Ministerio de Energia y Minas,
2004). La contaminacion del suelo con metales pesados es uno de los

12
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principales dafos potenciales causados por la presencia de pasivos
ambientales mineros, que puede comprometer seriamente el uso
alternativo de estos suelos afectados (Zhang et al., 2018). Algunos de los
metales pesados identificados en algunos estudios de pasivos ambientales
mineros, de del tipo relave, fueron plomo (Pb), zinc (Zn), arsénico (As),
cobre (Cu), plata (Ag), cadmio (Cd), hierro (Fe) y aluminio (Al) (Cruzado-
Tafur et al., 2021; Palacios, 2018).

En el Perd, se han inventariado un total de 6903 pasivos
ambientales mineros, de los cuales para la region de Ancash corresponden
alrededor de 1241(Ministerio de Energia y Minas, 2022). Actualmente a
través del Cierre de minas, las unidades mineras operativas 0 en proceso
de operar, que generen pasivos ambientales mineros, deben gestionarlos
a fin de proteger, preservar y recuperar el medio ambiente afectado, el
estado asumira progresivamente los pasivos ambientales en abandono (no
se identificaron titulares mineros), las principales técnicas de remediacion
usadas son estabilizaciones fisicas y quimicas y al final la revegetacion del
area (Ministerio de Energia y Minas, 2023, 2004).

Gestion ambiental de lugares afectados por Cd y Pb

La gestibn ambiental es un proceso que esta direccionado a
prevenir, preservar y/o mitigar los dafos o potenciales dafios al ambiente,
por las instalaciones y actividades de una empresa en su entorno, con el
propésito de mejorar la calidad de vida de sus habitantes y lograr un
desarrollo sostenible (Ministerio del Ambiente, 2005). Los ambientes o
lugares que demuestran presencia de Cd y Pb, en su mayoria son los que
estan relacionados o cercanos a actividades mineras, donde hay presencia
de residuos mineros como relaves (Cruzado-Tafur et al., 2021), también
se demostr6 que existe presencia de estos metales en los lixiviados
generados en infraestructura de disposicion final de residuos sdlido
(Contreras-De la Cruz et al., 2023; Morales, 2007).

En el Peru existe un instrumento de gestién ambiental, llamado Plan

de Cierre de Minas, que conforma un conjunto de acciones técnicas y
13
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legales, efectuadas por los titulares mineros, con el fin de establecer
medidas que rehabiliten el area utilizada o perturbada antes, durante y
después de sus actividades, esta rehabilitacion debe alcanzar las
caracteristicas ecosistémicas compatibles con un ambiente saludable, que
permita el desarrollo de la vida y preservacion paisajistica (Ministerio de
Energia y Minas, 2003). Para el caso de infraestructuras de disposicion
final de residuos soélidos, también existe un instrumento de gestidn
ambiental denominado Plan de cierre de infraestructura de disposicion final
de residuos solidos y el Plan de Recuperacién de Areas Degradadas por
Residuos Sdlidos (Ministerio del Ambiente, 2017a). Otros instrumentos de
gestion ambiental que deben ser tomados en cuenta, son los Estandares
de Calidad Ambiental (ECA) y los Limites Maximos Permisibles (LMP) que
regulan las medidas maximas de contaminantes (fisicos, quimicos o
bioldgicos) en los espacios naturales o en los emisiones o vertimientos de
las actividades antrdpicas, respecto a los contaminantes Cd y Pb, para el
caso del Suelo impactado, debera cumplir con el ECA de suelo, en el cual
al superar de los valores establecidos, se debera elaborar un plan de
descontaminacion de suelos (Ministerio del Ambiente, 2013) cuerpos de
agua impactados por Cd y Pb, deberan cumplir con el ECA de agua
(Ministerio del Ambiente, 2017b) ; para el caso de vertimiento de efluentes
con presencia de Cd y Pb, se cuenta con LMP para descarga de efluentes
liquidos de actividades mineras o metallrgicas (Ministerio del Ambiente,
2010) y LMP de efluentes de infraestructuras de residuos sélidos
(Ministerio del Ambiente, 2009).

Los enfoques actuales, evalian el uso de tecnologias amigables
con el ambiente, que tengan un impacto ambiental minimo, como lo es la
biorremediacion, la problematica de nuestra gestion actual es solamente
usar técnica fisicas y quimicas, que en su mayoria suponen un riesgo
potencial o mayor de contaminacion (Garzon et al., 2017). Existen muchos
estudios a nivel mundial, que buscan encontrar nuevas soluciones, ya sea
para un objetivo de remediacion o de proteccién agronémica, se realizaron

pruebas piloto con arboles de la serrania peruana y relave minero, donde
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a las 27 semanas se realizé un andlisis fisicoquimico que demostro la
tolerancia y remocion de metales pesados (As, Cd, Cu, Ag y Pb) (Paredes
Mur, 2015); la aplicacion de microorganismos mejora y puede dar un
enfoque de proteccion agrondmica, como es el caso del uso de bacterias
resistentes al As, inoculadas en cultivares de arroz, donde se demuestra
gue estas inmovilizan al As, promueven el crecimiento y reducen la
bioaccesibilidad del As y su acumulacién en las plantas de arroz, cultivadas

en estrés con As (Etesami et al., 2023).
Remediacion de suelos contaminados con metales pesados

La remediacion de metales pesados toxicos es muy importante para
prevenir los efectos peligrosos sobre la salud humana y el ambiente,
también para preservar el ambiente para las generaciones venideras
(Ullah et al., 2015). Se han empleado diversas estrategias para la
eliminacién de metales pesados toxicos. Estas estrategias se clasifican en

enfoques bioldgicos, quimicos y fisicos (Ashraf et al., 2017).

Los métodos fisicos y quimicos tienen limitaciones, generando
alteraciones irreversibles en las propiedades del suelo, trabajo intensivo y
alto costo, también generando residuos nuevos.(Zahra Yahaghi et al.,
2018). Los enfoques fisicoquimicos no son una solucion absoluta a este
problema. Estos enfoques solo cambian la forma del problema y no logran
remediar los contaminantes por completo (Ashraf et al., 2017).

Fitorremediacion

La fitorremediacion, que es el uso de plantas con mecanismos
constitutivos 'y adaptativos para tolerar o acumular grandes
concentraciones de metales en su rizosfera y tejidos, esta emergiendo
como una tecnologia potencial in situ para descontaminar suelos
contaminados por compuestos organicos y metales pesados (Ren et al.,
2013). Esta interaccion planta-contaminante, se puede dar de muchas
maneras (Kong & Glick, 2017) como, por ejemplo: La fitoextraccion, que

es la translocacion de metales desde los suelos contaminados a la
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superficie del suelo a través del sistema radicular de las plantas. La
fitoestabilizacion es el uso de ciertas plantas para reducir la movilidad y

biodisponibilidad de los contaminantes del suelo/agua.

La potencialidad de las plantas como fitoextractoras o
fitoestabilizadoras, se determina en la capacidad de absorber y translocar
metales pesados desde el suelo hacia sus tejidos (Olguin & Sanchez-
Galvan, 2012). La movilidad de metales pesados desde la raiz a la parte
aérea se representa como un factor de translocacién (TF), siendo la
relacion entre las concentraciones de metales pesados presentes en la
parte aérea sobre la de la parte rizosférica, un TF> 1 se considera planta
fitoextractora y por el contrario TF<1 fitoestabilizadora. La cantidad
absorcién de metales pesados en los tejidos de la raiz o parte aérea es
otra caracteristica que define a una planta como potencial
fitorremediadora, dicha caracteristica es representada como el factor de
bioconcentracion (BCF), que viene a ser la relacion entre la concentracion
de metal el tejido vegetal (raiz o parte rizoférica) sobre la del suelo o agua
contaminada, acorde a este valor se puede clasificar a las plantas como
excluyentes (BCF<1) acumuladoras (BCF>1) e hiperacumuladoras
(BCF>10) (Sarwar et al., 2017; Yoon et al., 2006).

La eficacia de la fitorremediacion no solo esté limitada por el lento
crecimiento y la baja produccion de biomasa de las plantas
hiperacumuladoras, sino también por la baja biodisponibilidad de los
metales pesados en muchos suelos contaminados (Zahra Yahaghi et al.,
2018).

La fitorremediacion de metales de suelos contaminados podria
mejorarse mediante la inoculacion con bacterias promotoras del
crecimiento vegetal y tolerante a los metales pesados HMT-PGP (Ashraf
et al., 2017). La fitorremediacion asistida por microorganismos tolerantes
a metales pesados , se ha considerado una medida prometedora para la
rehabilitacion de suelos contaminados con metales pesados (He et al.,
2013).

@ @®®®  Repositorio Institucional - UNASAM - Pert



Existe una consideraciéon muy importante al momento de cosechar
o extraer las plantas producto de la fitorremediacion, dado que los metales
no pueden ser degradados por los organismos vivos, su fitoextraccion crea
un riesgo ambiental diferente, ya que la biomasa contaminada debe ser
tratada adecuadamente, se propusieron posibles opciones de eliminacion,
siendo estas la eliminacion directa, compactacion, compostaje, pirolisis,
lixiviacion e incineracion (combustion y gasificacion) (Vocciante et al.,
2019).

Microorganismos y metales pesados

En los ecosistemas terrestres, los suelos son el principal sumidero
de afectacidn por lo metales, de esas concentraciones de metales una
parte importante es transformada por la accion geoactiva de los
microorganismos del suelo (Ashraf et al., 2017). En el suelo hay muchos
microrganismos importantes, especialmente la poblacion rizosférica,
realizan un papel crucial en la desintoxicacion de los metales pesados en
los suelos contaminados, esta accion de la poblacién rizosférica también
se denomina rizorremediacion, la interaccion metal-microbios en la
rizésfera es muy estricta y de alguna forma depende de las caracteristicas
fisico-quimica del suelo, el tipo y la concentracibn de las especies
metalicas, la actividad metabdlica y la diversidad de los microbios (Kong &
Glick, 2017).

Interaccion Planta—Microorganismo PGP-Metales pesados

Para mejorar la eficiencia de la fitorremediacion, se buscar estudiar
las interacciones cercanas entre plantas y microorganismos, metales
pesados en suelos de rizésfera. Algunos estudios han encontrado que las
rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR) (Ma et al.,
2016), tienen la capacidad de aliviar la fitotoxicidad inducida por metales

y mejorar la produccion de biomasa de las plantas (Z. Yahaghi et al., 2019).

Las bacterias beneficiosas para las plantas que influyen

positivamente en su crecimiento y desarrollo se denominan generalmente
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PGPB. Estos microorganismos pueden actuar como agentes de biocontrol
y facilitar indirectamente el crecimiento y desarrollo de las plantas a traves
de su actividad supresora contra los fitopatdgenos (Kong & Glick, 2017).
Por otro lado, las PGPB pueden mejorar directamente el crecimiento y
desarrollo de las plantas aumentando los nutrientes minerales disponibles
o moderando los niveles de fitohormonas (Khanthom et al., 2021), como
las auxinas, las citoquininas y las giberelinas, que pueden mejorar varias
etapas del crecimiento de las plantas; sintetizar quelantes del hierro,
denominados sideréforos, mejorando asi la nutricion de las plantas con Fe
o inhibiendo la actividad de los fitopatbgenos; sintetizar la 1-
aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa, que puede reducir
los niveles de etileno de las plantas; y solubilizar minerales como el fésforo,
lo que hace mas disponible nutrientes. (Abbas et al., 2020; Ureyen et al.,
2020).

Las PGPB pueden facilitar el crecimiento y el desarrollo de las
plantas utilizando uno o varios de estos mecanismos y una PGPB concreta
puede utilizar diferentes mecanismos en diferentes condiciones
ambientales (Kong & Glick, 2017). Los efectos beneficiosos de PGPB en
el crecimiento de las plantas, bajo condiciones subéptimas y/o de estrés
como los metales pesados, son mas pronunciados que plantas sin
inocular. (EI-Meihy et al., 2019; Z. Yahaghi et al., 2019; Pacheco, 2016).
En la Figura 1 podemos apreciar efectos de microorganismos tolerantes a
metales pesados y con caracteristicas de promociéon de crecimiento
vegetal (HMT-PGP).

Las bacterias endofiticas pueden ayudar a las plantas
hospedadoras a adaptarse a las condiciones desfavorables del suelo y
mejorar la eficiencia de la fitorremediacién al promover el crecimiento de
las plantas, aliviar el estrés de los metales, reducir la fitotoxicidad de los
metales, alterar la biodisponibilidad de los metales en el suelo y la

translocacion de los metales en las plantas (Ma et al., 2016).
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Al igual, en las rizobacterias, existen varios mecanismos directos
como PGP: fijacion de nitrégeno, la solubilizacion de minerales y la
produccion de fitohormonas, enzimas especificas y sideréforos;
mecanismos indirectos de endéfitos PGP disminuyen los efectos del estrés
en las plantas al suprimir el dafio de los fitopatégenos (Liu et al., 2019).

Figura 1
Asociacion entre las Raices de las Plantas y las Bacterias PGP Tolerantes

a los Metales y sus Efectos Posteriores

Improved plant productivity
Better plant growth
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(hyperaccumulation)
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Lesser oxidative damage
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Enzymatic transformation
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Fuente: Ashraf et al. (2017)

2.3 Definiciéon de términos basicos

> Acido indol-3-acético (AIA): Es uno de los rasgos que promueven el
crecimiento de las plantas, como hormona de crecimiento vegetal
auxina, puede estimular la germinacion de semillas, la divisiéon celular
y el alargamiento y desarrollo de las raices, o que aumenta la

proliferacion de plantas (Khanthom et al., 2021).
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> Biodisponibilidad: Cuando un elemento o compuesto de una fuente
potencial, presenta un grado de libertad para ser capturado (ingerido o

absorbido) por un organismo (Palacios, 2018).

> Estrés abidtico: Son aquellos factores o condiciones abidticos, que
limitan el desarrollo normal de los organismos (Kong & Glick, 2017).

> Estrés oxidativo: Es la sobreproduccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), que pueden destruir el sistema de defensa inherente

de la célula y causar dafio celular o la muerte (El-Meihy et al., 2019).

> Fitorremediacion asistida: Enfoque combinado para el uso de plantas
y microorganismos PGP con el fin de mejorar la eficiencia de la

fitorremediacion de contaminantes (Khanthom et al., 2021).

» Suelo contaminado: Aquel suelo cuyas caracteristicas quimicas han
sido alteradas negativamente por la presencia de sustancias quimicas
contaminantes depositados por la actividad humana, en
concentraciones tal que en funcién del uso actual o previsto del sitio y
sus alrededores representa un riesgo a la salud humana o el ambiente
(Ministerio del Ambiente, 2014).

» Sideroforos: Son quelantes de hierro que sirven como portadores de
hierro y tienen una alta afinidad por algunos ligandos (Olanrewaju et
al., 2017).
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CAPITULO 1l
MARCO METODOLOGICO
3.1 Tipo de Investigacion

El tipo de investigacion fue aplicativo, debido a que se busco
determinar los efectos de microorganismos altoandinos promotores de
crecimiento vegetal en la tolerancia de Medicago sativa (alfalfa) y Triticum

aestivum (trigo) en presencia de metales pesados Cd y Pb
De enfoque cualitativo y cuantitativo.
3.2 Diseilo de Investigacion

El disefio fue experimental, puesto que se evaluaron las
potencialidades de 2 cepas bacterias altoandinas, en la tolerancia de las

plantas, cultivadas bajo estrés con metales pesados (Cd y Pb).
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Figura 2
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Fuente: Elaboracion propia
3.3 Meétodos y técnicas
Reactivaciéon de cepas bacterianas

Se reactivaron los microorganismos existentes en el banco de
cepas del CIByRGA, para tener muestras mas 6ptimas en las diferentes
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pruebas. Se utilizé el caldo de cultivo Tryptic Soy Broth (TSB) en tubos y

se incubaron a 24°C durante 24 horas.
Preparacién de in6culos

Se utiliz6 la metodologia de Ulloa-Mufioz et al. (2020),
preparandose los cultivos bacterianos frescos en tubos de TSA (16-24
horas de cultivo), que luego fueron suspendidos en tubos de ensayo con
agua destilada estéril y se diluy6 hasta obtener una densidad éptica entre
0.08-0.1 a 620nm de longitud de onda.

Concentracién Maxima Tolerable (CMT)

Se realiz6 segun la metodologia de Tamariz-Angeles et al. (2021)
con modificaciones. Se utilizé microdilucién en microplaca, usando caldo
Luria-Bertani (LB, 1% triptona, 0.5% extracto de levadura, 1% NaCl) y LB
suplementado con metal pesado, siendo las concentraciones finales en el
caso del LB-Cd: 1, 5, 10mM y LB-Pb: 2, 5, 10, 20mM. Se agreg0 en cada
posillo de la micrioplaca 100 uL de LB-MP y se inoculo con 10uL de
suspension bacteriana previamente preparada. Se usaron como controles
de crecimiento: LB sin MP y de contaminacion: LB y LB-MP sin inocular.
Se incubd a 24°C durante 72 horas y se evalué el crecimiento bacteriano
agregando 10uL de Tetrazolio (0.1%) observandose la coloracion como
respuesta de respiracion de bacterias resistentes, todo se realizd con tres

repeticiones (Tamariz-Angeles et al., 2021).
Produccion de sider6foros con estrés metalico

Luego de seleccionar las cepas con mejor tolerancia al Cd?* y Pb?*,
se procedi6 a evaluar la produccién de sideréforos, segun Ulloa-Mufioz et
al. (2020) con algunas modificaciones, se realizaron tres repeticiones. Se
empled el medio Cromo Azurol S (CAS) suplementado con Fe3*. En placas
con medio TSA, se procede a cortar la mitad y reemplazarla con el medio

CAS-Fe?*. Se colocaron discos de papel filtro entre los dos medios, y se
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empaparon con 2uL de indculo bacteriano y como blanco agua destilada

estéril. Se incubaron durante tres dias a 24°C.

Luego de verificar la produccién de sideroforos (cambio de color),
se realiz6 la misma prueba, pero con estrés metalico, donde se
suplementaron los medios TSA con Cd?* y Pb?, estableciendo
concentraciones de 0.5 y 1mM de ambos metales. Se calcularon los
indices de sideréforos (1S), que viene a ser la divisidn del diametro de
cambio de color con el diametro de la colonia, un IS>1 se considero

positivo.
Produccion de Acido Indol-3-Acético con estrés metalico

Se realiz6 en tanto a lo aplicado por Tamariz-Angeles et al. (2021),
con algunas modificaciones. Al igual que la prueba anterior, se trabajaron
con las cepas de mejor tolerancia, y se hizo un preliminar cualitativo sin
metales. Se utilizé el caldo de cultivo sal minima sacarosa (SMS,1% de
Sacarosa, 0.2%de (NH4)2S0O4, 0.05% de K2HPO4,0.01% de MgSOa4, 0.05%
de NaCl, 0.05% de Extracto de levadura, 0.05% de CaCOs) al que se le
suplemento Triptéfano a una concentracion de 2mg/mL, ajustado a 7.2 de
pH. Todo ello distribuido en microtubos (1mL c/u) a los que se les afiadio
50uL de inéculo bacteriano. Para la prueba con estrés de metales pesados,
se afiadi6 Cd?* y Pb?*, hasta tener concentraciones de 0.5 y 1mM. Se
hicieron tres repeticiones y se incubaron durante 48 horas a 24°C.

Para el proceso de cuantificacion de AlA, se utilizaron microplacas
de 96 pocillos, como describe Ulloa-Muiioz et al. (2020). Las muestras
extraidas (500uL), durante 24 y 48 horas, fueron centrifugadas durante 2
minutos a 12000 giros por minuto, se separaron los sobrenadantes, para
ser aplicados en las microplacas. Se prepard una curva estandar de AlA a
20, 40, 60 y 80ug/mL. Se aplico el reactivo de Salkowsky (Loper & Schroth,
1986) y se midio a 530 nm, luego de ser aisladas de la luz durante 30
minutos. La produccion de AIA por parte de las cepas, se calculo

interpolando con la curva estandar de AlA.
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Solubilizacion de fosfatos con estrés metalico

Las cepas seleccionadas de las dos pruebas anteriores fueron
evaluadas siguiendo la metodologia descrita por Ulloa-Mufioz et al.
(2020). Se utilizé el medio NBRIP-Agar suplementado con Cas(PO)4 (1%
Glucosa, 0.5% Cas(PO)s, 0.5% MgCl2.6H20, 0.025% MgS0O4.7H20, 0.02%
KCI, 0.01% (NHa4)2SO4, pH 7, 1.5% A-A) en placas petri, donde discos de
papel filtro fueron colocados y aplicados con 2uL de in6culos bacterianos.
Para el caso de estrés por metales, se agregé Cd*? y Pb*?> a una
concentracion de 1mM. Como control se utilizé disco de papel filtro, con
2uL de agua destilada estéril. Se realizaron tres repeticiones que fueron

incubadas por tres dias a 24°C.

Se calculd el indice de solubilizaciébn de fosfatos (ISP) segun
Montafiez et al. (2012), donde ISP es la division de los diametros del halo

formado y del tamafio de la colonia.
Preparacién de inGculos para bioensayo

Se realizé en base a Tamariz-Angeles et al. (2021) y Ulloa-Mufioz
et al. (2020). Los inoculos fueron preparados en matraces con TSB,
puestos en la incubadora orbital durante 24 horas a 150 rpm y 24°C. Estos
cultivos se diluyeron a una densidad Optica (620nm) de 0.1. Para los

distintos tratamientos en Medicago sativa (alfalfa) y Triticum aestivum
(trigo).

Prueba de Germinacion

Las semillas se desinfectaron segun Ulloa-Mufioz et al. (2020) con
etanol de 96° por un minuto, luego con hipoclorito de sodio (4%) durante
cuatro minutos, luego se lavaron con agua destilada estéril durante tres
minutos con un total de seis lavados. Las semillas de sumergieron en los
in6culos bacterianos durante dos horas, luego veinte fueron colocadas en
placas Petri con Agar Agua, suplementadas con Pb*? y Cd*? con

concentraciones finales de 400 y 20ppm respectivamente. Se hicieron tres

25
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repeticiones. Se contabilizaron las semillas germinadas en el periodo de
24, 48 y 72 horas. Para obtener un porcentaje respecto al nimero total de

semillas por prueba.
Bioensayo con estrés metalico (Cd y Pb)

Se siguieron los procedimientos realizados por Tamariz-Angeles et

al. (2021) y Ulloa-Mufioz et al. (2020), pero con modificaciones.

Al igual que la germinacién, se desinfectaron las semillas, estas
fueron colocadas en placas con Agar-Agua (AA), y puestas a germinar en
la incubadora a 24°C durante dos dias, luego fueron sumergidas durante
2 horas en los inoculos bacterianos, y colocadas en nuevas placas con
agar agua, durante un dia. Se colocaron un total de 40 plantulas son
colocadas en recipientes adaptados para esta prueba, estos recipientes
contenian 800mL de solucion hidrop6nica a una cuarta parte de su
concentracion normal de aplicacion. Luego de cuatro dias, se afiadieron
los metales Cd?* y Pb?* hasta alrededor de una concentraciéon de 20 y
400ppm respectivamente, a cada tratamiento respectivo, y se cubrid la
parte superficial con una capa de vermiculita. A los siete dias se agregaron
200mL de agua y a los quince dias, 200mL de solucion hidropdnica de
misma concentracion. Luego de treinta dias se procedi6 a la cosecha de 8
plantas por envase, se midio la longitud de la raiz y la parte aérea, se conto
el numero de hojas y raices. Se peso la biomasa hiumeda de la parte aérea
y raiz, para el peso seco se colocaron las muestras en la estufa por cinco
dias a 45°C

Concentracion de metales pesados en el tejido vegetal

Se realizo en el laboratorio de calidad ambiental - UNASAM para la
cuantificacion de cadmio y plomo en los tejidos vegetales (parte aérea y
raiz). La cuantificacion se realizé mediante la metodologia normalizada
APHA MSO08 (Cd), y MS24(Pb). Se determind la concentracion unitaria de

cada tratamiento(ppm/Planta).
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3.4 Poblacién y muestra
Poblacién

Todos los microorganismos aislados de plantas de zonas
altoandinas, existentes en el banco de cepas del CIByRGA de la Facultad
de Ciencias — UNASAM, del periodo 2021.

Muestra

Dos microorganismos resultantes de la etapa de tamizado del

estudio.
3.5 Instrumentos validados de recoleccion de datos

La informacién fue recopilada en cuadros en Excel y fotografias,
ademas de usar métodos (equipos, softwares, etc) respaldados por otras

investigaciones.
3.6 Plan de procesamiento y analisis estadistico de la informacion

Se elaboraron disefios completamente al azar (DCA) para cada
experimento. Los resultados obtenidos fueron sometidos a un andlisis de
varianza ANOVA, y de comparacion de medias Tukey, con un nivel de

significancia a = 0.05.
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CAPITULO IV
RESULTADOS
4.1 Reactivacion de cepas bacterianas

Se lograron reactivar un total de cincuenta y nueve cepas
bacterianas, de las cuales nueve son bacterias enddfitas aisladas de dos
plantas altoandinas de la Cordillera Blanca por Ulloa-Mufioz et al. (2020),
guince endofiticas y diecisiete rizosféricas provenientes de la Punta
Olimpica aisladas por Huaman (2018), siete endofiticas y once rizosféricas

provenientes suelo contaminado con relave aisladas por Palacios (2018).
4.2 Concentracion Maxima Tolerable (CMT)

Del total de cepas bacterianas reactivadas, solo cinco cepas
toleraron 2mM de plomo, treinta y nueve cepas toleraron 5mM de plomo,
dos cepas toleraron 10mM de plomo, seis cepas toleraron 1mM de cadmio
y 5mM de plomo, y una cepa toler6 1mM de cadmio y 10mM de plomo
(Anexo 2).

Se escogieron siete cepas bacterianas que toleraron ambos

metales, como detalla la tabla 2.

nnnnn
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Tabla 2

Cepas con Tolerancia a Cadmio y Plomo

CMT (mM)

Cepa Cd (2+) Pb (2+)

BEPO3 1 10
BEP32 1
BEUO1 1
GT10B 1
GT24B 1
GT25B 1
VT19B 1

o o1 o1 o1 o1 Ol

4.3

Adicionalmente, para la continuidad de las pruebas se
seleccionaron tedricamente dos cepas bacterianas de la investigacion de
Tamariz-Angeles et al. (2021) que mostraron tolerancia a Cd y Pb, estas
fueron las cepa BEP17-Dm y BEP18-Dm.

Produccion de sider6foros con estrés metalico

En la evaluacion sin estrés metalico, las cepas BEP17-Dm, BEP32,
GT25B, GT24B produjeron sideroforo, donde el mayor indice de
produccion fue 4.75 £ 0.25 y el menor 1.31 + 0.11, para BEP17-Dm y
GT25B respectivamente (p<0.05). Como se muestra en la Figura 3 y

Figura 4.

En la evaluacion con estrés metalico, en presencia de 0.5mM de Pb
las cepas BEP17-Dm, BEP32, GT25B, GT24B y GT10B produjeron
sideréforos, dénde el mejor resultado fue de BEP17-Dm (4.81 £ 0.06) y a
una concentracion de 1mM de Pb el mayor resultado también se reporté
en BEP17-Dm (4.25 £ 0) con un p<0.05 en el analisis de ANOVA con

comparacion Tukey. Los resultados de muestran en la Figura 3.
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Figura 3

indices de Siderdforos (CAS-Fe) bajo Estrés Metalico Plomo
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Nota: El analisis ANOVA con comparacién Tukey, fue en funcién de cada tratamiento
metalico (Sin metal, 0.5mM de Pb, 1mM de Pb).

Para el caso del estrés por Cd (0.5mM y 1mM), produjeron
sideréforo la cepa BEP17-Dm, BEP18-Dm, BEP32 y GT24B, como se
observa en la Figura 4. No hubo diferencia significativa (p>0.05) entre las

comparaciones de las cepas por cada tratamiento con Cd.

Figura 4

indices de Siderdforos (CAS-Fe) bajo Estrés Metalico Cadmio
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Nota: El analisis ANOVA con comparacién Tukey, fue en funciéon de cada tratamiento
metalico (Sin metal, 0.5mM de Cd, 1mM de Cd).

4.4 . Producciéon de Acido Indol-3-Acético con estrés metalico

En la prueba preliminar de coloracion las cepas BEP03 y BEUO1,
dieron negativo, por lo tanto, para la evaluacion de produccion de AlA bajo
estrés metalico solo se evaluaron 07 las cepas positivas en la prueba

preliminar como se observan en la Figura 5, Figura 6, Figura 7 y Figura 8.

Todas las cepas produjeron AlA bajo estrés con Pb, en ambos

tiempos de lectura, como se aprecia en la Figura 5 y Figura 6.

La produccion de AIA con estrés a 0.5mM de Pb, presenta
diferencia significativa (p<0.05) en cuanto a cada tiempo de muestreo,
donde para veinticuatro y cuarenta y ocho horas, el mayor valor fue de la
cepa VT19B (59 £ 0.89ug/mL y 71.5 + 1.34ug/mL). Bajo estrés de 1mM de
Pb, existe diferencia significativa respecto a cada tiempo de muestreo, a
veinticuatro y cuarenta y ocho horas, la mayor produccion fue de la cepa
GT25B (35.5 £ 0.78ug/mL y 71.5 + 2.65ug/mL).

Figura 5

Produccion de AlA bajo Estrés Metalico Pb 0.5mM
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Microorganismos con Pb (0.5mM)

Nota: El analisis ANOVA con comparacién Tukey, fue en funcién de cada tiempo de

muestreo (24 y 48 horas) a un estrés metalico de Pb (0.5mM).
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Figura 6

Produccion de AlA bajo Estrés Metélico Pb 1mM
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Nota: El analisis ANOVA con comparacién Tukey, fue en funcién de cada tiempo de

muestreo (24 y 48 horas) a un estrés metalico de Pb (1ImM).

Bajo estrés a 0.5mM de Cd, existe diferencia significativa (p<0.05)
en cuanto a la produccién de AIA respecto del tiempo de muestreo, a
veinticuatro horas de lectura el mayor resultado fue de GT25B (5.5 +
0.45ug/mL), mientras que a una lectura de cuarenta y ocho horas el mayor
resultado fue de GT10B (7.5 £ 0.45ug/mL), BEP18-Dm y GT25B a la
lectura de cuarenta y ocho horas no produjeron AIA, BEP32 no produjo
AlA a este nivel de estrés en ninguno de los dos tiempos, como se muestra

en la figura 7.

Figura 7

Produccion de AIA bajo Estrés Metéalico Cd 0.5mM
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Nota: El analisis ANOVA con comparacién Tukey, fue en funcién de cada tiempo de

muestreo (24 y 48 horas) a un estrés metalico de Cd (0.5mM).

A una concentracion de 1mM de Cd, existe diferencia significativa

(p<0.05) en cuanto a la produccién de AIA respecto del tiempo de

muestreo, a veinticuatro horas de lectura, se obtuvo como mayor valor a

BEP17-Dm (4.5 £ 0.45ug/mL) y a una lectura de cuarenta y ocho horas los
de mayor produccion fueron GT10B (4.75 +0.39ug/mL) y GT24B (4.5 +
0.45ug/mL). GT25B no produjo AIA a veinticuatro horas, al igual que
BEP18-Dm, pero a cuarenta y ocho horas, como se aprecia en la Figura 8.

Figura 8

Produccion de AlA bajo Estrés Metalico Cd 1mM
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Nota: El anélisis ANOVA con comparacién Tukey, fue en funcién de cada tiempo de muestreo

(24 y 48 horas) a un estrés metalico de Cd (1mM).
4.5 Solubilizacion de fosfatos con estrés metalico

De las pruebas anteriores, se procedio a escoger las cepas BEP17-
Dmy GT24B, ambos con capacidades de producir Sideroforos y AlA (con

y sin estrés metalico).

Ambas cepas presentaron halos de solubilizacion, sin estrés
metélico y con estrés de Pb, existiendo diferencia significativa (p<0.05)
entre estos, donde el mayor indice lo obtuvo GT24B con estrés Pb,
teniendo un valor de 3.11 £ 0.31 como se observa en la Figura 9. Bajo

estrés con Cd, no hubo formacion de halo.

Figura 9

indice de Solubilizacion de Fosfato (ISP) bajo Estrés Metalico
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4.6 Pruebade Germinacion

Los resultados sin estrés metélico, demostraron que la germinacion
(%) de trigo, presentaron diferencia significativa (p<0.05) en cada tiempo
de lectura, en cuanto al trigo inoculado, con BEP17-Dm (15, 85, 85%) fue

menor al control (90, 95, 95%) en los tres tiempos de lectura, y con GT24B
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fue menor, solo a veinticuatro (63%) y cuarenta y ocho horas (83%), como

se aprecia en la Figura 10.

Figura 10

Porcentaje de Germinacion del Trigo sin Estrés Metalico
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Nota: El analisis ANOVA con comparacién Tukey, fue en funcién de cada tiempo de

lectura (24, 48 y 72 horas) sin estrés metalico.

Bajo estrés metalico Pb, los resultaron de la germinacion (%) de
trigo y sus tratamientos, no mostraron diferencia significativa (p>0.05) por

cada tiempo de lectura, como se observa en la Figura 11.

Figura 11

Porcentaje de Germinacion del Trigo con Estrés Metalico Plomo
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Nota: El analisis ANOVA con comparacién Tukey, fue en funcion de cada tiempo de

lectura (24, 48 y 72 horas) a un estrés metalico de Pb (400ppm).

En presencia de Cd, existe diferencia significativa (p<0.05) en la
germinacioén (%) de trigo en cuanto a los tiempos de lectura, se obtuvieron
valores menores al control, en el inoculado con GT24B (70, 85%) a
veinticuatro y cuarenta y ocho horas de lectura, como se visualiza en la

Figura 12.

Figura 12

Porcentaje de Germinacién del Trigo con Estrés Metélico Cadmio
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Nota: El analisis ANOVA con comparacién Tukey, fue en funcién de cada tiempo de

lectura (24, 48 y 72 horas) a un estrés metalico de Pb (20ppm).

En el tratamiento sin estrés metalico, la germinacién (%) de alfalfa
presenta diferencia significativa (p<0.05) en los tres tiempos de lectura,
encontrando resultados menores al control sin inéculo, a veinticuatro
horas, BEP17-Dm (68%) y GT24B (63%) fueron los resultados menores, a
cuarenta y ocho y setenta y dos horas se observaron valores menores en
inoculado con GT24B manteniendo un 65% de germinacién, como se

observa en la Figura 13.

Figura 13

Porcentaje de Germinacion de la Alfalfa sin Estrés Metalico

@ @®®®  Repositorio Institucional - UNASAM - Pert



E24H @E48H @72H
100% -

80%

60%

40%

Porcentaje

20%

0%

Alfalfa Alfalfa+BEP17-Dm Alfalfa+GT24B

Tratamientos

Nota: El analisis ANOVA con comparacién Tukey, fue en funcién de cada tiempo de

lectura (24, 48 y 72 horas) sin estrés metalico.

Bajo estrés con Pb, existe diferencia significativa (p<0.05) entre la
germinacion (%) de la alfalfa, donde el inoculado con BEP17-Dm, resulta
con valores menores (50, 55, 58%) a los tres tiempos de lectura, en
comparacion del control (70, 70, 73%), el inoculado con GT24B obtuvo un

80% de germinacion, mayor al control. Como se aprecia en la Figura 14.

Figura 14

Porcentaje de Germinacién de la Alfalfa con Estrés Metalico Plomo
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Nota: El analisis ANOVA con comparacién Tukey, fue en funcién de cada tiempo de

lectura (24, 48 y 72 horas) a un estrés metalico de Pb (400ppm).
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Bajo estrés con Cd, los resultados de germinacion (%) de la alfalfa
no presentaron diferencia significativa (p>0.05) en cada tiempo de
muestreo, como se observa en la Figura 15.

Figura 15

Porcentaje de Germinacién de la Alfalfa con Estrés Metalico Cadmio
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Nota: El analisis ANOVA con comparacién Tukey, fue en funcién de cada tiempo de

lectura (24, 48 y 72 horas) a un estrés metalico de Cd (20ppm).
4.7 Bioensayo con estrés metalico (Cd y Pb)

Las comparaciones de los resultados se hicieron por cada estrés

metalico (sin metal, Pb y Cd).

Se obtuvo crecimiento del trigo en todos los tratamientos con y sin
presencia de metales (S/M); en el caso de la alfalfa, solo hubo crecimiento

sin presencia de metales pesados.

En cuanto al crecimiento del trigo sin metal, hubo diferencia
significativa (p<0.05) en cuanto a la longitud aérea, donde el inoculado con
BEP17-Dm (27.67 £ 0.84cm) fue menor que el control en 6.6%, como se

observa en la Tabla 3.

Tabla 3

Crecimiento de Trigo con Inoculos y sin Estrés Metalico
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Tratamiento N°de Raices Long.de Long.Aérea N°de Hojas
(S/IM) Raices (cm) (cm)
Trigo 9+0.722 43.35+5.19% 29.63+0.352 5+0.33?
T+ BEP17-
7+0.762 41.77 £1.178 27.67 +0.84° 5+ 0.262
Dm
T+ GT24B 8+1.152 38.38 £ 1.852 30.52 £ 0.522 5+0.192

Bajo estrés con plomo, los datos de crecimiento de trigo, no tuvieron

diferencia significativa (p>0.05) en las caracteristicas de crecimiento

medidas.

Tabla 4

Crecimiento de Trigo con Inoculos y Estrés Metalico Plomo

Tratamiento N°de Raices Long.de Long.Aérea N°de Hojas
(Pb) Raices (cm) (cm)
Trigo 7+1.152 7.23+1.148 2275+2.112 4+0.382
T + BEP17-
8 +0.762 8.63+£0.382 21.13+1.022 4+0.42
Dm
T+ GT24B 7 +1.052 6.54 +0.972 19.88 £ 3.372 5+0.192

En el crecimiento de trigo, bajo estrés con cadmio, solo presentaron

diferencia significativa (p<0.05) los datos de longitud de raices, donde el

mayor resultado fue con el in6culo BEP17-Dm (10.96 + 1.34cm) y el

resultado menor con GT24B (6.98 £ 0.95cm), como se aprecia en la Tabla

5.

Tabla 5

Crecimiento de Trigo con Indculos y Estrés Metalico Cadmio

© ®906
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Tratamiento N°de Raices Long.de Long.Aérea N°de Hojas
(Cd) Raices (cm) (cm)
Trigo 7 +£0.262 8.29+1.03%° 14.48+3.572 4+0.192
T+ BEP17-
7 +£0.832 10.96 +1.34% 17.54+1.862 5+0.25°2
Dm
T+ GT24B 7 +0.072 6.98 +0.95° 15.27 +0.732 4 +0.312

En el caso de la alfalfa, no hubo diferencia significativa (p>0.05) en

los datos de crecimiento de los tratamientos.

Tabla 6

Crecimiento de Alfalfa con In6culos y sin Estrés Metalico

Tratamiento  N°de Raices Long.de Long.Aérea N°de Hojas
(S/M) Raices (cm) (cm)
Alfalfa 5+0.822 20.9+1.32 14.38 £ 0.652 19 +1.042
A + BEP17-
5+ 0.252 20.21 +2.942  13.02 +0.992 18 £ 0.982
Dm
A+ GT24B 5+0? 17.77 +£1.72%8 15.02+1.722 19 + 0.512

En cuanto al peso humedo o fresco de las partes aérea y rizosférica
de las plantas de trigo, existe diferencia significativa (p<0.05) en los pesos
de los tratamientos en la parte aérea y sin presencia de estrés metalico,
donde el inoculado con GT24B presenta el mayor valor (4.32 = 0.199);
también existe diferencia significativa (p<0.05) en la parte rizoférica bajo
estrés con cadmio, donde el inoculado con BEP17-Dm presenta el mayor

valor (1.04 £ 0.11g), como se aprecia en la Tabla 7.
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Tabla 7

Peso Humedo de Trigo con In6culos y Estrés Metélico

Peso Hamedo (g)

SIM Pb Cd

Tratamiento Raiz Aérea  Raiz Aérea Raiz Aérea
201+ 34+ 09+ 159+ 0.83 + 1.73
0.392 0.09° 0.142 0.282 0.1 0.132
T + BEP17- 153+ 359+ 129+ 219+% 1.04 2.18 +
Dm 0.242 0.19° 0.252 0.482 0.112 0.282
1.72 432+ 127+ 225% 0.7 + 1.84 +
0.26a 0.192 0.252 0.22 0.14° 0.212

Trigo

T+ GT24B

Los pesos secos de la parte rizoférica y aérea del trigo, respecto a
cada estrés metalico (S/M, Pb y Cd) no presentaron diferencias

significativas (p>0.05), como se observa en la Tabla 8.

Tabla 8

Peso Seco de Trigo con Inéculos y Estrés Metalico

Peso Seco (9)

S/IM Pb Cd
Tratamiento Raiz Aérea Raiz Aérea Raiz Aérea
_ 0.2+ 0.37 + 0.1+ 0.23 £ 0.23 +
Trigo 0.1+£0?
0.022 0.022 02 0.022 0.022
T+ BEP17- 0.19 + 0.37 + 0.1+ 0.27 + 0.1+ 0.27 +
Dm 0.022 0.032 0.022 0.032 0.022 0.032

042+ 008+ 0.22% 0.08 + 0.22 +
0.012 0.012 0.012 0.012 0.012

T+ GT24B 0.2+0?

En la Tabla 9, se observa que solo existié diferencia significativa

(p<0.05) en el peso seco de la parte rizosférica de la alfalfa, sin estrés
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metalico, donde el mayor resultado lo tiene el inoculado con GT24B (0.03

+ 0g).

Tabla 9

Peso Humedo y Seco de Alfalfa con In6culos y sin Estrés Metalico

Peso Humedo (g9) Peso Seco (9)
Tratamiento Raiz Aérea Raiz Aérea

0.42 + 1.79 + 0.17 £
Alfalfa 0.03+0b

0.05a 0.12a 0.02a
A + BEP17- 0.48 + 1.76 £

0.02+0b 0.16 +0a

Dm 0.06a 0.09a

0.47 + 2.04 +
A+ GT24B 0.03+0a 0.2+0.04a

0.09a 0.28a

4.8 Concentracion de metales pesados en el tejido vegetal

Solo se obtuvieron resultados de las pruebas con trigo, ya que la

alfalfa no gener6 biomasa bajo estrés con cadmio y plomo.

Los datos de la concentracién de Pb (ppm/Planta Pb) en el tejido de
las raices, presentan diferencia significativa (p<0.05), donde el trigo
inoculado con GT24B presenta el mayor valor (50.51 + 4.44ppm/Planta)
que el control (27.37 £ 8.91ppm/Planta), como se observa en la Figura 16.
En el caso de la parte aérea, existe diferencia significativa entre los
resultados (p<0.05), donde el inoculado GT24B presenta el mayor valor
(25.21 £ 4.4ppm/Planta) que el sin in6culo (7.43 = 0.14ppm/Planta), como

se observa en la Figura 17.

Figura 16

Concentracion de Plomo en la Parte Rizosférica del Trigo con Inéculo
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Figura 17

Concentracion de Plomo en la Parte Aérea del Trigo con In6culo
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En el caso de la concentracién de Cd (ppm/Planta) en los tejidos de
la parte rizoférica del trigo, existe diferencia significativa (p<0.05), donde
el mayor resultado lo presentd el inoculado con GT24B (87.09 =*
5.7ppm/Planta) y el resultado menor fue el inoculado con BEP17-Dm
(40.56 *= 6.95ppm/Planta), en comparacion con el control (64.55 *
10.23ppm/Planta), como se aprecia en la Figura 18. La concentracioén en
el tejido de la parte aérea, presenta diferencia significativa (p<0.05), siendo
el inoculado con GT24B el mayor resultado (23.37 £ 2.35ppm/Planta) que

el sin indculo (12.73 = 3.62ppm/Planta), como se aprecia en la Figura 19.
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Figura 18

Concentracion de Cadmio en la Parte Rizosférica del Trigo con Inéculo
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Concentracion de Cadmio en la Parte Aérea del Trigo con In6culo
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De los resultados obtenidos de las concentraciones de Pb y Cd, se
obtuvieron los factores de translocacion respectivos, representados en las
figuras 20 y 21. Donde todos los resultados muestran valores menores a
1. No se evidencié diferencia significativa en la comparacion del
tratamiento con Cd, pero si en el tratamiento con Pb (p<0.05), donde el
inoculado con GT24B obtuvo el mayor valor (0.5).
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Figura 20

Factor de Translocacion de Pb en los Tratamiento de Trigo e Indculos
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Figura 21

Factor de Translocacion de Cd en los Tratamiento de Trigo e In6culos
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49 Resumen de resultados

La Tabla 12 muestra el resumen de la primera etapa Screening del
estudio, mostrando la capacidad promotora de crecimiento vegetal (PGP)
en condiciones de estrés. La cepa BEP17-Dm fue identificada como
Pseudomona japdnica (Tamariz-Angeles et al., 2021) y GT24B como

Rahnella sp. (Ulloa-Mufioz et al., 2020).
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Tabla 10
Resumen de la Capacidad Promotora de Crecimiento Vegetal, Bajo Estrés

Metdlico, de las Cepas Seleccionadas

CMT
Cepa IS AlA (ug/mL) ISP
(mM)
Pb(0.5mM), 4.81+  Pb(0.5mM), 54.0 +
Pb,2 0.06 3.58
Pb(ImM), 425+0  Pb(lmM),58.5+2.32  Pb,
BEP17-
5 Cd(0.5mM), 2.5 = 20+
m
cd e 0.17 Cd(0.5mM), 6.0 +0.89  0.25
"7 Cd(1lmM), 2.33 + Cd(1mM), 4.5 + 0.45
0.33
Pb(0.5mM), 1.4 +
op. 1 0.1 Pb(0.5mM), 1.4 + 0.1
"7 Pb(lmM), 1.58 + Pb(ImM), 1.58 + 0.18  Pb,
GT24B 0.18 3.11+
Cd(0.5mM), 2.67 + 0 0.31

Cd(0.5mM), 33.5 + 1.0

Cd,5 Cd(1mM), 2.33 +
Cd(1mM), 39.5 + 0.78

0.33

Enla Tabla 13, 15y 15 se muestra el resumen de los efectos de los
microrganismos en las semillas y plantas de trigo y alfalfa, respecto a su

control con o sin metal respectivamente.

Tabla 11
Resumen de los Efectos en la Germinacion del Trigo y Alfalfa Inoculadas en
Presencia o Ausencia de Metales Pesados, en Comparacion con sus

Controles
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_ Germinacion Germinacioén
Tratamiento
(S/MP) (Pb)
A + BEP17-Dm - -15%
A+ GT24B -18% +7%
T+ BEP17-Dm -10% -

Tabla 12
Resumen de los Efectos en el Tamafio y Peso del Trigo y Alfalfa Inoculadas

en Presencia o Ausencia de Metales Pesados, en Comparacion con sus

Controles
Peso Peso
Long.
_ Long. Aérea hdamedo ] Hamedo
Tratamiento i Raices )
(S/MP) Aéreo Raiz
(Cd)
(S/IMP) (Cd)
T + BEP17-
-6.6% - +32.2% +25.3%
Dm
T+ GT24B - +27.1% -15.8% -15.7%
Tabla 13

Resumen de los Efectos de los Inoculantes en la Concentracion de Metales

Pesados en el Trigo, en Comparacién con sus Controles

Parte Parte
_ _ _ Parte Aérea _ _ Parte Aérea
Tratamiento Rizosférica Rizosférica
(Pb) (Cd)

(Pb) (Cd)

T + BEP17-
- - -37.2% -

Dm
T+ GT24B +84.6% +239.3% +34.9% +83.6%
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CAPITULO V
DISCUSION DE RESULTADOS
5.1 Concentracion Maxima Tolerable (CMT)

La mayor concentracion de metal pesado, donde no se inhibe el
crecimiento de las bacterias, es a lo que llamamos CMT. Se escogio el Cd
y Pb, por su presencia en las muestras de dénde fueron extraidas
(Huaméan, 2018; Palacios, 2018). Las concentraciones a las que se
sometieron las cepas, fueron un valor minimo, medio y alto, respecto a los
aplicados en Tamariz-Angeles et al. (2021) . La mayoria de cepas
presentaron tolerancia al Cd (ImM) y Pb (2mM, 5mM y 10mM), como
reportan Ureyen et al. (2020) donde Bacillus sp. Cepa 505Y11 toler6 hasta
10mM de Pb. Otros estudios como el de Tirry et al. (2018) muestran
resultados de tolerancia de 100 a 2000 mg.L* de Plomo, siendo mas
tolerante la cepa NF18. Se han reportado bacterias con mayor tolerancia
al Cd, como el Alcaligenes feacalis KP717561 mostraron una tolerancia de
7.5mM (Ndeddy Aka & Babalola, 2016). La cepa BEP18-Dm presento
tolerancia hasta valores de 8mM (Pb) y 2mM (Cd), BEP17-Dm valores de
5mM (Pb) y 2mM (Cd) en el estudio de Tamariz-Angeles et al. (2021).
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Las cepas que no dieron positivo, significan que sus valores CMT
estan por debajo del valor de tratamiento Cd (<1mM o <56mM) y en el Pb
(<20mM).

Cabe resaltar que la tolerancia de las cepas bacterianas a Cd y Pb,
estan asociadas a su lugar de extraccion, donde existe presencia de estos

elementos contaminantes.
5.2 Produccién de sider6foros con estrés metalico

Los resultados verifican que BEP17-Dm es buen productor de
siderd6foros (IS 4.81 + 0.06); Huaman (2018) obtuvo resultados similares
con un IS 4.20 = 0.33 sin condiciones de estrés metalico. Palacios (2018)
reporta las cepas BRU10 (IS 1.78 + 0.20) y BRU11 (IS 1.87 £ 0.17) como
sus mayores productores de sideréforos. Dichas pruebas fueron a tres dias
de muestreo. Otros estudios como el de Ureyen et al. (2020) verificaron

hasta 16mm de diametro de halo en su aislado 505Y11.

El estrés metalico interviene negativamente en la formacion del
diametro del halo, como Rizvi & Khan (2017) que verificaron una menor
presencia de halo anaranjado de la cepa CPSB1 en cuanto al aumento de
la concentracion de Cu, Cd y Cr. Thiem et al., (2018) verificé cambio en la
produccion de sideroforos de la cepa KM411501, donde la sintesis de

sider6foro disminuyo 1.9 veces en el medio que contenia 1mM de Cd.

GT25B y GT10B a un estrés de Cd, inhibieron su produccion de
sideréforos, al igual que el Pb inhibié la produccién de BEP18-Dm, similar
a lo reporta Rizvi & Khan (2017) quienes encontraron que el Cu a una

concentracion de 400ug/mL inhibio la formacion de halo de la cepa CPSBL1.
5.3 Produccion de Acido Indol-3-Acético con estrés metalico

Existen reportes de cepas que produjeron gran cantidad de AlA,
como Ulloa-Mufioz et al. (2020) que a cuarenta y ocho horas demuestran
gue cepas como VT25B produjeron gran cantidad de AIA (61,5 £ 1,9ug/mL)
a 24°C, al igual que VT19B (62,3 £ 1,3ug/mL) a una temperatura de 10°C;
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Liu et al. (2019) evaluaron la produccion de AIA a veinticuatro horas y
30°C, dando como resultado 8 cepas productoras, siendo la cepa REO5 la
de mayor concentracion (62.12 + 0.74ug/mL) y REOG6 la de menor valor
(6,88 + 0,06ug/mL).

En la presente investigacion, a un estrés menor de Pb (0.5mM), la
cepa VT19 produjo 59 + 0.89ug/mL (veinticuatro horas) y 71.5 + 1.34ug/mL
(cuarenta y ocho horas); incluso a un estrés mayor de Pb (1mM) se
produjeron altas concentraciones, como la cepa GT25B (715 =
2.65ug/mL) a cuarenta y ocho horas; Khiangte & Lalfakzuala (2021)
evaluaron ocho cepas bacterianas a un estrés por Cu, demostrando que a
ciertas concentraciones de Cu (0.5 y 2.5mM), la produccién de AIA es
mayor que el control (OmM), pero a un concentracion mayor (10mM),
disminuye la produccion de AIA respecto al control.

La cantidad de AIA disminuyé en el caso de estrés por Cd, a
concentracion menor (0.5mM) el mayor resultado lo obtuvieron GT25B (5.5
+ 0.45ug/mL) a veinticuatro horas y GT10B (7.5 = 0.45ug/mL) a cuarenta
y ocho horas; al aumentar el estrés de Cd (1mM), los mayores resultados
fueron BEP17-Dm (4.5 £ 0.45ug/mL) y GT24B (4.5 = 0.45ug/mL); Rizvi &
Khan (2017) evaluaron la produccion de AlA bajo estrés metalico por Cd,
Cu y Cr a cuarenta y ocho horas y 28°C, encontr6 que la cepa CPSB1
tolerante a metales produjo AIA tanto en presencia como en ausencia de
metales que, sin embargo, disminuyé con el aumento de las
concentraciones de Cu, Cdy Cr, siendo el Cd el mas toxico disminuyendo
hasta en un 60% la produccion de AlA; caso similar reporta Pramanik et
al. (2018), que observaron la reduccion de AlA producido por MCC3092 en

presencia de Cd.
5.4 Solubilizacién de fosfatos con estrés metalico

Tanto BEP17-Dm (ISP 2.18 + 0.19) Y GT24B (ISP 2.21 + 0.12)
solubilizan fosfatos sin estrés metalico, corroborando lo observado por
Ulloa-Mufioz et al. (2020) donde evaluaron ISP de GT24B (11.3+ 1.0y

4.3 + 1.3) a dos temperaturas (24 y 10°C) a un periodo de cinco dias, en
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presencia de Pb (ImM) ambas cepas aun presentan dicha caracteristica,

observandose que GT24B aumenta su ISP hasta 1.4 veces.

La presencia de Cd (1mM) inhibi6 la capacidad de solubilizar
fosfatos de ambas cepas (BEP17-Dm y GT24B), un resultado similar
resultado obtuvieron Rizvi & Khan (2017), cuando evaluaron la influencia
del Cd en la solubilizacién de fosfatos de CPSB1, en el cual 200ug/mL de
Cd redujeron hasta un 89% la solubilizacién de fosfatos, teniendo efectos
inhibitorios; también Pramanik et al. (2018) demostraron que la capacidad
de solubilizar fosfatos por parte del aislado K6 decrecié en relacion con el

aumento de concentraciones de Cd.
5.5 Pruebade Germinacioén

Sin estrés metalico, la germinacion de trigo con las cepas BEP17-
Dm (73, 85%) y GT24B (63, 83%) en las dos primeras lecturas, fueron
menores a las del control, en la tercera lectura BEP17-Dm (85%) se
mantuvo como el menor resultado, pero GT24B aumento su germinacion
hasta 98%; en los resultados de germinacién (%) de la alfalfa, sin estrés
metalico, el inoculado con GT24B mantuvo con un resultado de 65%,
menor al del control (83%). Ulloa-Mufioz et al. (2020) obtuvieron resultados
mayores que el control, en la germinacién de semillas de alfalfa a 24°C,
hasta un 42% con el in6culo GT25B, pero en el caso de la germinacion de
semillas de trigo, disminuyd con respecto al control, hasta 21% con el
inoculo GT10B.

En presencia de Pb, no hubo diferencias entre los resultados de la
germinacioén de trigo, en el caso de la alfalfa el inoculado con BEP17-Dm
mostré disminucion significativa de 15% y GT24B evidencidé un aumento
significativo de 7%, respecto al control. En presencia de Cd, la germinacion
de trigo se vio reducida en los primeros dias, respecto al inoculado con
GT24B, en comparacion con el control, pero al tercer dia llego a 80%,
similar al control; en el caso de la alfalfa, no hubo diferencias significativas.
Ureyen et al. (2020) determinaron que la germinacion de semillas de maiz
a 26°C, en los tres primeros dias de lectura, disminuye con la presencia de
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la cepa 505Y11 en 12% y mejora en 9.7% en presencia de cobre (1.5mM),
pero con la combinacion de ambos aumenta el éxito de la germinacion
obteniendo un valor del 100%; Pramanik et al. (2018) evaluaron la
germinacion del arroz, bajo estrés con Cd (100-400ug/mL), verificando que
a la concentracion de 400ug/mL se inhibe la germinacién, y a 200ug/mL
la germinacién del arroz disminuye hasta 50%, la aplicacion de la cepa K6
y con estrés de Cd (200ug/mL) aumenté significativamente la germinacién
hasta 100%.

5.6 Bioensayo con estrés metalico (Cd y Pb)

Sin presencia de metales pesados, las plantas de trigo con el
inoculado BEP17-Dm presentaron una disminucién significativa en la
longitud aérea, respecto al control en un 6.6%; sobre la biomasa fresca,
hubo diferencia significativa en los pesos de la parte area, presentando
mayor resultado el inoculado con GT24B con un aumento del 27.1%
respecto del control; el peso de la biomasa seca de trigo no presento
diferencia significativa en los tratamientos con inéculos. Ulloa-Mufioz et al.
(2020) también investigaron con alfalfa y trigo, teniendo como resultados
gue las cepas inoculadas no influyen en todas las caracteristicas medidas;
en cuanto a la alfalfa la cepas VT28B, VT20B y VT24B obtuvieron mejor
efecto en la longitud de raiz, con 72, 69 y 61 % mas que el control, las
cepas VT28B, GT24B y VT24B mostraron un mayor aumento (111 a 88%)
del peso seco de la raiz en comparacion con el control; respecto al trigo
las todas cepas mostraron un numero de raices alrededor de 25% mayor
que el control, las cepas VT34B y VT24B lograron un aumento (115-83%)
del peso seco.

Bajo estrés con Pb, no existio diferencia significativa entre los
tratamientos con inéculos BEP17-Dm y GT24B; en estrés con Cd, las
platas de trigo presentaron diferencias significativas en longitud de raices,
presentando un aumento de 32.2% con el inoculado BEP17-Dm vy
disminucién de 15.8% con GT24B respecto al control con Cd; los pesos de

la biomasa fresca del trigo, bajo estrés con Cd, tuvieron diferencia
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significativa en la parte rizosférica, donde el inoculado con BEP17-Dm
aumentoé en 25.3% y con GT24B disminuyo en 15.7%, respecto al control
con Cd. EI-Meihy et al. (2019) hicieron un estudio similar en cuanto al
crecimiento de sorgo en presencia de metales pesados (Cu, Cd, Pb, Zn) y
una mezcla de tres bacterias tolerantes a metales pesado y con capacidad
promotora de crecimiento vegetal (HMT-PGPB). Concentraciones
crecientes de Cd (10, 20 y 40mg/Kg) en sorgo sin in6culo dieron valores
entre 76.5 a 50 cm, mientras que con inéculo HMT-PGPB los resultados
fueron de 87 a 68cm, mostrando mejores valores; en el caso de estrés con
Pb (200, 400 y 800mg/Kg) e inoculo. se registrd6 el mayor crecimiento
(98cm) a 200mg/kg de Pb, incluso que el control sin metal; las plantas
inoculadas dieron registros mas altos de todos los pardmetros estimados
gue las no inoculadas. Z. Yahaghi et al. (2019) evaluaron los efectos de
inoculantes bacterianos sobre el crecimiento de alfalfa con Pb en medio
agar Murashige—Skoog (MS), donde encontré que la inoculacion del medio
de crecimiento con cepas bacterianas tenia efectos significativos y
positivos (aumentos de 58-114%) sobre la longitud de la raiz de las
plantulas tratadas con Pb en comparacién con la del control no inoculado;
hizo pruebas en vermiculita, donde la inoculacién con la cepa YSP110
alivié los efectos toxicos del Pb (1mM), los peso frescos y secos de la parte
aérea de la alfalfa aumentaron un 34.8 y 38.2% respectivamente, y de las
raices un 34 y 30.4% respectivamente. Pramanik et al. (2018), verificaron
gue la cepa K6 mejoré significativamente varios parametros de crecimiento

(longitud y peso) en condiciones bajo estrés por Cd (200 ug/mL).

Bajo estrés metalico con Pb (400ppm) y Cd (20ppm), las plantulas
de alfalfa perecieron durante los primeros once dias, posteriores a la
aplicacién de estos metales. Wang et al. (2011) realizé pruebas con 36
accesiones de alfalfa y Cd (25ppm), que fueron cultivadas en medio
hidropdnico, donde 17 accesiones de alfalfa sobrevivieron y 19 murieron
luego del tratamiento con Cd, durante dos meses; Z. Yahaghi et al. (2019)

evaluaron los efectos téxicos de Pb y Zn sobre plantulas de alfalfa en
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medio de agar (MS), donde el aumento de concentracion de Pb hasta 4mM

hicieron que las plantulas murieran.
5.7 Concentracion de metales pesados en el tejido vegetal

La concentracion de Pb en el trigo, demostr6 un aumento
significativamente en la parte aérea y rizoférea de 239.3% y 84.6%
respectivamente, respecto al control con Pb; en cuanto a la concentracion
de Cd, en la parte rizosférica el inoculado con GT24B fue mayor en 34.9%
y con BEP17-Dm menor en 37.2%, respecto al control con Cd, en la parte

aérea el inoculado con GT24B aumento en 83.6%.

Estudios como el de Rizvi & Khan (2017) evaluaron la cantidad de
metal pesado (Cd, Cu, Cr) en cada tratamiento de trigo, sin indculo, los
tejidos foliares mostraron una acumulacion relativamente menor, mientras
gue las raices, en general, presentaron una mayor concentracion de Cu,
Cdy Cr. La inoculacion con la cepa CPSB1 redujo la concentracion de MP
en los tejidos, en especial los de la parte rizosférica, disminuyendo 65% el
Cu, 38% el Cd y 35% el Cr; concluyendo que el bioinoculante disminuye la
absorcion y acumulacion de metales pesados dentro de los tejidos del trigo

(raices, hojas y granos).

Ndeddy Aka & Babalola (2016) evaluaron el efecto de cepas
bacterianas, sobre la biodisponibilidad de metales en el suelo, en
comparacion con el tratamiento de control, la inoculacion del suelo con
cepas bacterianas KP717554, KP717561 y KP717559, aumenté
significativamente la cantidad de metales pesados (Ni, Cd y Cr) solubles
en el suelo en un 51%, 50% y 44% respectivamente, atribuyendo a la
generacion de acidos organicos por las cepas. También evalud la
acumulacion de metales pesado (Ni, Cd y Cr) por la mostaza, donde las
cepas mencionadas anteriormente, al ser inoculadas aumentaron
significativamente la acumulacién de metales pesados en los tejidos de
raiz y brote, KP717561 aumento la concentracion de Cd en los tejidos de

raiz y brote en un 73% y 14% respectivamente.
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La concentracion de Cd y Pb en cada tratamiento es mayor en la
parte rizosférica, que la parte aérea, por lo tanto, los factores de
translocaciéon de Cd y Pb en el trigo y los tratamientos con indculos
(BEP17-Dm y GT24B), fueron menores a 1, lo que indica que se da
fitoestabilizacion (Sarwar et al., 2017). Ndeddy Aka & Babalola (2016)
obtuvieron resultados similares, mostraron que B. juncea contenia altas
cantidades de metales pesados (Cd, Cry Ni) en sus raices en comparacion
con los brotes, segun lo revelado por el TF de cada metal que era menor
a uno, esta translocacion a la raiz, se puede atribuir a las proteinas de
unidén a metales fuertes en las raices que pueden ser una respuesta de
toxicidad natural de la planta (Garbisu & Alkorta, 2001).

5.8 Contrastacion de hipotesis

Se verific6 que GT24B aumento la germinacion de la alfalfa en
presencia de plomo, BEP17-Dm aumento la longitud y peso de raices de
trigo en presencia de cadmio; en tanto a la cantidad de metales, GT24B
potencio la cantidad de plomo y cadmio en el tejido de trigo y BEP 17-Dm

alivio la concentracion de Cd en la raiz del trigo.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
6.1 Conclusiones

Se evaluaron y seleccionaron dos cepas bacterianas Pseudomona
japonica BEP17-Dm y Rahnella sp. GT24B, que presentaron tolerancia y
capacidad promotora de crecimiento vegetal en presencia de cadmio y
plomo, BEP17-Dm impact6 de manera positiva en la elongacion y peso de
la raiz de trigo en presencia de cadmio, GT24B aumentd la germinacion
de semillas de alfalfa en presencia de plomo. GT24B potencio la
concentracion de cadmio y plomo en los tejidos de trigo, y BEP17-Dm alivié

la concentracion de cadmio en la parte rizosférica del trigo.

Se evaluaron un total de 59 cepas bacterianas, 31 endofiticas y 28
rizosféricas, de las cuales se seleccionaron las cepas BEP03, BERP32,
BEUO1, GT10B, GT24B, GT25B, VT19B y también se seleccionaron las
cepas BEP17-Dm y BEP18-Dm de estudios previos, que toleraron valores
iguales o mayores a 1mM de Cd y 5mM de Pb.

EUEROY
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Se evalud la capacidad promotora de crecimiento vegetal, en
condiciones de estrés por metales, de las 9 cepas tolerantes a Cd y Pb.
Solo 7 cepas produjeron AlA, siendo los mayores resultados, la cepa
VT19B con un valor de 71.5 + 2.65ug/mL bajo estrés con Pb(0.5mM),
GT25B con un valor de 71.5 + 1.34ug/mL bajo estrés con Pb(1mM), GT10B
con un valor 7.5 £ 0.45ug/mL de bajo estrés con Cd(0.5mM); bajo Cd(1mM)
se obtuvieron como mayores resultados 4.75 +0.39ug/mL (GT10B), 4.5 £
0.45ug/mL (GT24B) y 4.5 + 0.45ug/mL (BEP17-Dm). Solo 5 cepas
produjeron sideréforos, en concentracion de 0.5 y 1mM de Pb la cepa
BEP17-Dm produjo el mayor IS con un valor de 4.81 £ 0.06 y 4.25 + 0
respectivamente, a concentracion de 0.5 Y 1mM de Cd, solo produjeron
siderdforos las cepas BEP17-Dm, BEP18-Dm, BEP32 y GT24B. Respecto
a la solubilizacién de fosfatos, se trabajaron con las cepas BEP17-Dm y
GT24B, donde bajo condiciones de estrés con Pb(1mM), GT24B obtuvo el

mayor resultado con un ISF de 3.11 + 0.31.

Se determind que GT24B al ser inoculado en semillas de alfalfa,
mejoro la germinacion en un 7% en condiciones de estrés por Pb, las
plantas de trigo con in6culo BEP17-Dm demostr6 un aumento de 32.2%
en la longitud de raices y 25.3% en el peso humedo de la raiz bajo estrés
con Cd. La concentracion de metales fue potenciada en el caso de trigo
inoculado con GT24B, bajo estrés con Pb, la parte rizoférica y aérea
presentaron aumentos de 84.6% y 239.3% respectivamente, bajo estrés
con Cd la parte rizosférica y aérea presentaron aumentos de 34.9% y
83.6% respectivamente; la inoculacién del trigo con BEP17-Dm alivi6 la
concentracion de Cd en la raiz, disminuyendo esta concentracion en
37.2%.

Los resultados obtenidos, verifican una aplicacion de
biorremediacion de espacios contaminados con cadmio y plomo a
concentraciones de 20 y 400 ppm respectivamente, valores que exceden
los ECAs de suelo (uso agricola y residencial) y agua (todas las categoria),
también de los LMPs para vertimientos liquidos de actividades mineras y

efluentes de infraestructuras de residuos soélidos. Presentando una
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alternativa de manejo ambiental, aplicable a los Planes de Cierre de Minas
o de infraestructura de disposicion final de residuos sélidos, y Planes de
Recuperacion de Areas Degradadas por Residuos Solido o de
descontaminacion de suelos, con el fin de garantizar el cumplimiento del
ECA y LMP respectivo.

6.2 Recomendaciones

e Evaluar cuantitativamente las producciones de sideroforos y

solubilizacion de fosfatos, bajo estrés metalico.

e Evaluar los efectos de las bacterias sobre la movilidad de metales en
la solucién hidropénica.

e Evaluar y determinar a nivel in vitro, la mitad de la concentracion
efectiva maxima (EC50) de los metales pesados, de la germinaciéon y

crecimiento de las plantas de Medicago sativa y Triticum aestivum.

e Evaluar las actividades antioxidantes de las plantas inoculadas y en

presencia de metales pesados.

e Determinar la concentracién de metales en el sustrato hidropénico a

fin de poder determinar el factor de bioconcetracion.

e Evaluar la asociacion de dos o mas microorganismos promotores de
crecimiento vegetal bajo estrés metélico (Pb y Cd), en el bioensayo
con trigo y alfalfa.

e Realizar estudios posteriores a nivel de campo acorde a los

resultados obtenidos de la presente investigacion.
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ANEXO 1

Informes de ensayo de laboratorio
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Ermra=

3

%
! 3
A 9
" .
eorstono @S INFORME DE ENSAYO OT230014
CLIENTE Razon Social ‘EFECTOS DE MICROORGANISMOS ALTOANDINOS PROMOTORES DE CRECIMIENTO VEGETAL EN LA TOLERANCIA DE MEDICAGO SATIVA'Y
TRITICUM AESTIVUM EN PRESENCIA DE METALES PESADOS - 2021°
Direccién Shancayan
Atencién : Bryan Manuel Sanchez Santiilan
MUESTRA Producto declarado  : Muestra de plantas'
Matriz Otros
Procedencia : Laboratorio CIBYRGA'
RefJCondicién : Cadena de Custodia CC230007
MUESTREO Resp b : Muestra proporci por el cliente
Referencia: :Noindica
LABORATORIO Fecha de recepcion : 03/Marzo/2023
Fechadeandlisis  :03 de Marzo - 23 de Marz0/2023
Cotizacion N° :€0220629
MUESTRA
Codigo ded cliente| RTP1 TTP1 RTBP 1 1T8P 1 RTGP 2 TGP 2
CcoD. PARAMETRO UNIDAD DE METODO LIMITE DE | "o 65035093 | 0210312023 | 0200312023 | 020032023 | 0210312023 | 0210372023
MEDIDA DETECCION [ —
; 11:00 11:00 11:00 11:00 11:00 11:00
e || om230014 | 07230015 | OT230016 | OT230017 | OT230018 | OT230019
MT METALES TOTALES
MT25 |Plomo total [ mgrgPo | PAR | o010 | £82.820 | 279.960 | 1186.230 | 198.720 | 1208760 | 651520
Datos prooorcionados vor ef cliente

Huaraz, 23 de Marzo de 2023
“Fin def Informe de Ensayo”

" e N 1 VL O PR

’ Dr. Mario Leyva Collas
' /Administrador del Laboratorio de Calidad Ambiental
FCAM - UNASAM

CQP N° 604

110/ DEPENDEELRRO.
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Xemmae

o

L %
\ )
Sl B INFORME DE ENSAYO OT230015
CLIENTE Razén Social ‘EFECTOS DE MICROORGANISMOS ALTOANDINOS PROMOTORES DE CRECIMIENTO VEGETAL EN LA TOLERANCIA DE MEDICAGO SATIVAY
TRITICUM AESTIVUM EN PRESENCIA DE METALES PESADOS - 2021
Direccion Shancayan
Atencion Bryan Manuel Sanchez Santilian
MUESTRA Producto declarado  : Muestra de plantas’
Matriz Otros
Procedencia : Laboratorio CIBYRGA'
Ref./Condicion Cadena de Custodia CC230008
MUESTREO Responsable : Muestra proporcionada por el cliente
Referencia: No indica
LABORATORIO Fecha de recepcion : 03/Marzo/2023
Fecha de analisis 03 de Marzo - 23 de Marzo/2023
Cotizacion N° C0220629
MUESTRA
cosigodelciontal| RTGP 1 TIGP 1 RTBP 2 TTBP2 RTP2 TTP2
UNIDAD DE LIMITE DE Fecha de
oD. e[| 0210372023 | 02/0312023 | 0210312023 | 02/03/2023 | 02/03/2023 | 02/03/2023
g BARCMETRO MEDIDA METODO DETECCION [l
' 11:00 11:00 11:.00 11:00 11:00 11:00
e | oT230020 | OT230021 [ OT230022 | OT230023 | OT230024 | OT230025
| _MT METALES TOTALES
MT25 |Plomo total | mghgpo | PAR | o010 | 1059.580 | 478660 | 871.330 | 133400 [ 1306.060 [ 262660
Datos oroporcionados por €l cliente

Huaraz, 23 de Marzo de 2023
“Fin del Informe de Ensayo”

DA Mario Leyva Collas
m:mslrador de aboratorio de Calidad Ambiental
FCAM - UNASAM

CQP N° 604

Repositorio Institucional - UNASAM - Peru




PR

3
¥
o e INFORME DE ENSAYO OT230016
CLIENTE Raz6n Social “EFECTOS DE MICROORGANISMOS ALTOANDINOS PROMOTORES DE CRECIMIENTO VEGETAL EN LA TOLERANCIA DE MEDICAGO SATIVA Y
TRITICUM AESTIVUM EN PRESENCIA DE METALES PESADOS - 20217
Direccién Shancayan
Atencion : Bryan Manuel Sanchez Santillan
MUESTRA Producto declarado - Muestra de planta’
Matriz : Otros
Procedencia : Laboratorio CIBYRGA'
Ref/Condicién Cadena de Custodia CC230009
MUESTREO Responsable : Muestra proporcionada por el cliente
Referencia: No indica
LABORATORIO Fecha de recepcion  : 03/Marzo/2023
Fecha de anélisis :03 de Marzo - 23 de Marzo/2023
Cotizacién N° : C0220629
MUESTRA
sl TTGC2 RTGC1 TTGG1 RTBC2 TTBC2
UNIDAD DE LIMITEDE | Feade |l 0onama0a | oo
i A et 3 | 02/03/2023 | 02/03/2023 | 02/03/2023 | 02/03/2023 | 02/03/2023
cop PARAMETRO MEDIDA METODO DETECCION [
et 11:00 11:00 11:00 11:00 11:00 11:00
Ceiosa I 01230026 | 0T230027 | 07230028 | OT230029 | OT230030 | OT230031
| MTP METALES EN PLANTA
MTP03 |Cadmio total | moKgCd | Derivé de cadion [ 002 | 2041.39 | 56699 | 1872.04 [ 48339 | 131068 [ 348.73
" Datos oronorcionados por el cliente

Huaraz, 23 de Marzo de 2023
*Fin del informe de Ensayo”

2\ o/ B r. Mario Leyva Collas
\( N\ FEAM Agniinistrador del Laboratorio de Calidad Ambiental
\ -/ FCAM - UNASAM
N s CQP N° 604

110/ DEPENDEELRRO.

SeL ESEUERZOIDEISL
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! Brwsaem

>
%
i S
St INFORME DE ENSAYO OT230017
CLIENTE Razén Social “EFECTOS DE MICROORGANISMOS ALTOANDINOS PROMOTORES DE CRECIMIENTO VEGETAL EN LA TOLERANCIA DE MEDICAGO SATIVAY
TRITICUM AESTIVUM EN PRESENCIA DE METALES PESADOS - 2021°
Direccion Shancayan
Atencion : Bryan Manuel Sanchez Santillan
MUESTRA Producto declarado  : Muestra de planta'
Matriz Otros
Procedencia : Laboratorio CIBYRGA'
Ref./Condicion - Cadena de Custodia CC230010
MUESTREO Resp b : Muestra proporcionada por el cliente
Referencia: : No indica
LABORATORIO Fecha de recepcion : 03/Marzo/2023
Fecha de analisis : 03 de Marzo - 23 de Marzo/2023
Cotizacion N° 0220629
MUESTRA
g RTC2 TIC2 RTC1 TTCH RTBC1 TTBCI
cOD. PARAMETRO UNIDAD DE METODO LIMITE DE [ " 05103203 | 0210372023 | 0210312023 | 0210312023 | 0200312023 | 0210312023
MEDIDA DETECCION [~
11:00 11:00 11:00 11:00 11:00 11:00
muestreo
e || OT230032 | OT230033 | OT230034 | OT230035 | OT230036 | OT230037
MTP METALES EN PLANTA
Epoa Cadmio total [ maKgCd ] Derivé de cadion [ 002 | 1955.45 | 58852 | 2767.13 | 337.19 | 180549 | 531.39
' Datos progorcionados vor el cliente
! Huaraz, 23 de Marzo de 2023
“Fin del Informe de Ensayo”
, \Z\ e "
C T JE . Mario Leyva Collas
\; v‘-v“‘“" "\ Administrador dej Laboratorio de Calidad Ambiental
Nox=—=1s FCAM - UNASAM
Aas CQP N° 604
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ANEXO 2

Tablas de resultados
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Tabla 14

Resultados CMT de las Cepas, bajo Distintas Concentraciones de Cd y Pb.

CMT (mM)

CEPA
BEPO3
BEPO7
BEPO8
BEPO9
BEP11
BEP14
BEP16
BEP23
BEP31
BEP32
BEUO1
BEUO1
BEU11
BEU12
BEU14
BRPO1
BRPO1
BRP0O2
BRPO3
BRP0O4
BRPO5
BRPO6
BRPO7
BRPO8
BRP10
BRP14
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CMT (mM)

CEPA
BRP14
BRP15
BRP16
BRP17
BRP19
BRP22
BRP24
BRP28
BRP29
BRUO1
BRUO2
BRUO3
BRUO4
BRUOS
BRUOG6
BRUO8
BRUO9
BRU12
BRU13
BRU15
GT10B
GT24B
GT25B
VT19B
VT24B
VT25B
VT28B
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Tabla 15

Rétulo de Muestra Plantas de Trigo con Metales e Indculos.

Muestra de Planta de Trigo Roétulo
Parte aérea con Cd TTC
Parte raiz con Cd RTC
Parte aérea con BEP17-Dmy Cd TTBC
Parte raiz con BEP17-Dmy Cd RTBC
Parte aérea con GT24B y Cd TTGC
Parte raiz con GT24B y Cd RTGC
Parte aérea con Pb TTP
Parte raiz con Pb RTP
Parte aérea con BEP17-Dm y Pb TTBP
Parte raiz con BEP17-Dmy Pb RTBP
Parte aérea con GT24B y Pb TTGP
Parte raiz con GT24B y Pb RTGP
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ANEXO 3

Analisis estadistico
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Tabla 16

Andlisis de Varianza del indice de Sideréforos sin Estrés Metalico

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust.  Ajust. F p
Sideroéforo
S/IMP 3 22.3288 7.44294 394.01 0
Error 8 0.1511 0.01889
Total 11 22.48
Tabla 17

Anélisis de Varianza del indice de Sider6foros con Estrés Metéalico Pb (0.5mM)

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust.  Ajust. . '
Sideroforo +
Pb(0.5mM) 4 30.216 7.554 174.03 0
Error 10 0.4341 0.04341
Total 14 30.6501

Tabla 18

Andlisis de Varianza del indice de Sideroforos con Estrés Metéalico Pb (1mM)

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust.  Ajust. F p
Sider6foro +
Pb(1mM) 4 14.9921 3.74803 103.3 0
Error 10 0.3628 0.03628
Total 14 15.3549
Tabla 19

Anélisis de Varianza del indice de Sider6foros con Estrés Metalico Cd (0.5mM)

SC MC Valor Valor
Ajust.  Ajust. F p

3 0.1895 0.06316 3.36 0.076

Fuente GL

Sideroforo +
Cd(0.5mM)
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SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust.  Ajust. F p
Error 8 0.1506 0.01882
Total 11 0.3401

Tabla 20

Anélisis de Varianza del indice de Sideréforos con Estrés Metéalico Cd (1mM)

SC MC  Valor Valor
Fuente GL Ajust.  Ajust. F p
Sideroéforo +
Cd(1mM) 3 0.2026 0.06753 0.92 0.475
Error 8 0.5886 0.07357
Total 11 0.7912
Tabla 21

Andlisis de Varianza de la Produccion de AlA con Estrés Metalico Pb (0.5mM)

a 24 Horas de Lectura

SC MC Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. Valor F
AlA +

Pb(0.5mM) 24H 6 9657.32 1609.55 1532.91 0

Error 35 36.75 1.05
Total 41 9694.07
Tabla 22

Andlisis de Varianza de la Produccion de AlA con Estrés Metalico Pb (0.5mM)

a 48 Horas de Lectura

SC MC  Valor Valor
Fuente GL Ajust.  Ajust. - :
AlA +
Pb(0.5mM) 48H 6 12323.1 2053.86 221.87 0
Error 35 324 9.26
Total 41 12647.1
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Tabla 23

Andlisis de Varianza de la Produccion de AIA con Estrés Metalico Pb (1mM)

a 24 Horas de Lectura

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. u ;
AlA +
Pb(1mM) 24H 6 2501.89 416.982 589.67 0
Error 35 24.75 0.707
Total 41 2526.64

Tabla 24

Analisis de Varianza de la Produccién de AIA con Estrés Metalico Pb (1mM)

a 48 Horas de Lectura

SC MC Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. Valor F
AlA + 6 19268.6 3211.43 1112.87 0
Pb(1mM) 48H ' ’ '
Error 35 101 2.89
Total 41 19369.6
Tabla 25

Andlisis de Varianza de la Produccion de AlA con Estrés Metalico Cd (0.5mM)

a 24 Horas de Lectura

SC MC  Valor Valor
Fuente GL Ajust.  Ajust. c ;
AlA +
Cd(0.5mM) 24H 5 72525 14505 87.12 0
Error 30 4.995 0.1665
Total 35 7752
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Tabla 26

Analisis de Varianza de la Produccién de AlA con Estrés Metalico Cd (0.5mM)

a 48 Horas de Lectura

SC MC  Valor Valor
Fuente GL Ajust.  Ajust. u .
AlA +
Cd(0.5mM) 48H 3 66.195 22.065 82.64 0
Error 20 5.34 0.267
Total 23 71.535

Tabla 27

Andlisis de Varianza de la Produccién de AlA con Estrés Metalico Cd (1mM)

a 24 Horas de Lectura

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust.  Ajust. u ;
AlA +
Cd(1mM) 24H 5 85.623 17.1246 220.73 0
Error 30 2.327 0.0776
Total 35 87.951

Tabla 28

Analisis de Varianza de la Produccion de AlA con Estrés Metéalico Cd (1mM)

a 48 Horas de Lectura

Fuente oL S€ MC  Valor Valor

Ajust. Ajust. F b
AlA +
Cd(1mM) 48H 5 98.63 19.726 172.03 0
Error 30 3.44 0.1147
Total 35 102.07
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Tabla 29
Anélisis de Varianza del indice de Solubilizacion de Fosfatos con y sin Estrés

Metalico Pb

Fuente GL SC Ajust. MC  Valor Valor

Ajust. F p
ISF + MP 3 2.2456 0.74852 14.51 0.001
Error 8 0.4127 0.05159
Total 11 2.6583
Tabla 30

Andlisis de Varianza del Porcentaje de Germinacion de la Alfalfa Inoculada sin

Estrés Metalico a 24 Horas de Lectura

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
g'{fj‘l'fa SIMP 5 0035 00175 28 0.001
Error 6 0.00375 0.000625
Total 8 0.03875

Tabla 31
Andlisis de Varianza del Porcentaje de Germinacion de la Alfalfa Inoculada sin

Estrés Metalico a 48 Horas de Lectura

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust.  Ajust. F p
ﬁgﬁllfa SIMP 2 0.035 0.0175 21  0.002
Error 6 0.005 0.000833
Total 8 0.04
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Tabla 32
Andlisis de Varianza del Porcentaje de Germinacion de la Alfalfa Inoculada sin

Estrés Metalico a 72 Horas de Lectura

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
PralaSMP 5 0.04625 0023125 222 0.002
Error 6 0.00625 0.001042
Total 8 0.0525

Tabla 33
Andlisis de Varianza del Porcentaje de Germinacion de Trigo Inoculado sin

Estrés Metalico a 24 Horas de Lectura

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
T30 SMP 5 011625 0058125 27.9 0.001
Error 6 0.0125 0.002083
Total 8 0.12875

Tabla 34

Analisis de Varianza del Porcentaje de Germinacion de Trigo Inoculado sin

Estrés Metalico a 48 Horas de Lectura

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
JaJo SIMP 5 002625 0013125 126 0.007
Error 6 0.00625 0.001042
Total 8 0.0325
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Tabla 35

Analisis de Varianza del Porcentaje de Germinacion de Trigo Inoculado sin

Estrés Metalico a 72 Horas de Lectura

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
;;'ao SIMP 5 002625 0.013125 12.6 0.007
Error 6 0.00625 0.001042
Total 8 0.0325

Tabla 36

Andlisis de Varianza del Porcentaje de Germinacién de Alfalfa Inoculada con

Estrés Metalico Cd a 24 Horas de Lectura

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
Alfalfa +
Cd 24H 2 0.00375 0.001875 1 0.422
Error 6 0.01125 0.001875
Total 8 0.015

Tabla 37

Andlisis de Varianza del Porcentaje de Germinacion de Alfalfa Inoculada con

Estrés Metalico Cd a 48 Horas de Lectura

Fuente oL >C MC  Valor Valor

Ajust. Ajust. F p
Alfalfa + 2 0.005 0.0025 1 0422
Cd 48H : : :
Error 6 0.015 0.0025
Total 8 0.02
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Tabla 38

Analisis de Varianza del Porcentaje de Germinacion de Alfalfa Inoculada con

Estrés Metalico Cd a 72 Horas de Lectura

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
Alfalfa +
cd 72H 2 0.00875 0.004375 3.5 0.098
Error 6 0.0075 0.00125
Total 8 0.01625

Tabla 39

Andlisis de Varianza del Porcentaje de Germinacion de Trigo Inoculado con

Estrés Metalico Cd a 24 Horas de Lectura

SC MC Valor Valor
Fuente  GL Ajust. Ajust. F p
;Zg‘”c" 2 0.03875 0.019375 10.33 0.011
Error 6 0.01125 0.001875
Total 8 0.05

Tabla 40

Andlisis de Varianza del Porcentaje de Germinacion de Trigo Inoculado con

Estrés Metalico Cd a 48 Horas de Lectura

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
sadorCd 5 001625 0008125 78 0021
Error 6 0.00625 0.001042
Total 8 0.0225
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Tabla 41

Analisis de Varianza del Porcentaje de Germinacion de Trigo Inoculado con

Estrés Metalico Cd a 72 Horas de Lectura

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
oo+ Cd 2 000125 0000625 3 0125
Error 6 0.00125 0.000208
Total 8 0.0025

Tabla 42

Andlisis de Varianza del Porcentaje de Germinacién de Alfalfa Inoculada con

Estrés Metalico Pb a 24 Horas de Lectura

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
?Xﬁ'faJ’Pb 2 0.07125 0.035625 10.06 0.012
Error 6 0.02125 0.003542
Total 8 0.0925

Tabla 43

Andlisis de Varianza del Porcentaje de Germinacion de Alfalfa Inoculada con

Estrés Metalico Pb a 48 Horas de Lectura

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust.  Ajust. F p
ﬁg;’j’fa *Pb 5 0095 00475 114 0.009
Error 6 0.025 0.004167
Total 8 0.12

@ @®®®  Repositorio Institucional - UNASAM - Pert



Tabla 44
Analisis de Varianza del Porcentaje de Germinacion de Alfalfa Inoculada con

Estrés Metalico Pb a 72 Horas de Lectura

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
?';ﬁ'fa *Pb 5 007875 0039375 63 0.034
Error 6 0.0375 0.00625
Total 8 0.11625

Tabla 45
Andlisis de Varianza del Porcentaje de Germinacion de Trigo Inoculado con

Estrés Metalico Pb a 24 Horas de Lectura

SC MC Valor Valor
Fuente  GL Ajust. Ajust. F p
;ZEIO *Pb 5 001125 0005625 3 0.125
Error 6 0.01125 0.001875
Total 8 0.0225

Tabla 46
Andlisis de Varianza del Porcentaje de Germinacion de Trigo Inoculado con

Estrés Metalico Pb a 48 Horas de Lectura

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
1o+ PD 5 002375 0011875 1.97 0221
Error 6 0.03625 0.006042
Total 8 0.06
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Tabla 47

Analisis de Varianza del Porcentaje de Germinacion de Trigo Inoculado con

Estrés Metalico Pb a 72 Horas de Lectura

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
090+ Pb 3 004875 0024375 4.03 0078
Error 6 0.03625 0.006042
Total 8 0.085

Tabla 48

Andlisis de Varianza del Numero de Raices de Trigo Inoculado y sin Estrés

Metalico
SC MC  Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p

N° de Raices 2 5358 26788 3.3 0.108
SIMP ' ' o
Error 6 4.865 0.8108
Total 8 10.222

Tabla 49

Andlisis de Varianza de la Longitud de Raices de Trigo Inoculado y sin Estrés

Metalico

Fuente oL SC€ MC  Valor Valor

Ajust. Ajust. F p
Long. Raices
S/IMP 2 38.83 1942 183 0.239
Error 6 6354 10.59
Total 8 102.37
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Tabla 50

Andlisis de Varianza de la Longitud Aérea de Trigo Inoculado y sin Estrés

Metalico
SC MC  Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
Long. Aérea
S/IMP 2 12.784 6.3919 17.43 0.003
Error 6 2.201 0.3668
Total 8 14984
Tabla 51

Andlisis de Varianza del Numero de Hojas de Trigo Inoculado y sin Estrés

Metdlico
SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust.  Ajust. F p
N° de Hojas
S/IMP 2 0.6354 0.31771 4.46 0.065
Error 6 0.4271 0.07118
Total 8 1.0625
Tabla 52

Andlisis de Varianza del Numero de Raices de Trigo Inoculado y con Estrés

Metalico Cd
SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
’c\I: dde Raices + 2 0875 04375 171 0.258
Error 6 1.5312 0.2552
Total 8 2.4062
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Tabla 53

Andlisis de Varianza de la Longitud de Raices de Trigo Inoculado y con Estrés

Metalico Cd
SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
é%“g' Ralces + 2 24668 12.334 9.87 0.013
Error 6 7.5 1.25
Total 8 32.168
Tabla 54

Andlisis de Varianza de la Longitud Aérea de Trigo Inoculado y con Estrés

Metdlico Cd

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p

Long. Aérea+Cd 2 1516 7.581 1.36 0.325
Error 6 334 5.566
Total 8 48.56

Tabla 55

Andlisis de Varianza del Numero de Hojas de Trigo Inoculado y con Estrés

Metalico Cd
SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust.  Ajust. F p
N°de Hojas+Cd 2 0.6354 0.31771 4.82 0.057
Error 6 0.3958 0.06597
Total 8 1.0312
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Tabla 56

Andlisis de Varianza del Niumero de Raices de Trigo Inoculado y con Estrés

Metalico Pb

SC MC Valor Valor

Fuente GL Ajust. Ajust. F p
'F\)lbdeRa'Cest 2 1.264 0.6319 0.63 0.563
Error 6 5.979 0.9965
Total 8 7.243

Tabla 57

Andlisis de Varianza de la Longitud de Raices de Trigo Inoculado y con Estrés

Metdlico Pb
SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
E%”g' Raices+  , 6761 33806 427 0.07
Error 6 4.747 0.7912
Total 8 11.509

Tabla 58

Andlisis de Varianza de la Longitud Aérea de Trigo Inoculado y con Estrés

Metalico Pb
SC MC  Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
Long. Aérea+Pb 2 1247 6.234 111 0.388
Error 6 33.62 5.604
Total 8 46.09
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Tabla 59

Andlisis de Varianza del Niumero de Hojas de Trigo Inoculado y con Estrés

Metalico Pb

SC MC Valor Valor

Fuente GL Ajust. Ajust. F p

N° de Hojas + Pb 2 04826 0.2413 2.11 0.203
Error 6 0.6875 0.1146
Total 8 1.1701

Tabla 60

Andlisis de Varianza del Numero de Raices de Alfalfa Inoculada y sin Entrés

Metdlico
SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
N° de Raices
S/IMP 2 0.4063 0.2031 0.83 0.481
Error 6 1.4688 0.2448
Total 8 1.875
Tabla 61

Analisis de Varianza de la Longitud de Raices de Alfalfa Inoculada y sin Entrés

Metalico
SC MC  Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
Long. Raices
S/IMP 2 16.18 8.09 1.82 0.241
Error 6 26.63 4.439
Total 8 4281
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Tabla 62

Andlisis de Varianza de la Longitud Aérea de Alfalfa Inoculada y sin Entrés

Metalico
SC MC  Valor Valor

Fuente GL Ajust. Ajust. F p
Long. Aérea
S/IMP 2 6.251 3.125 2.15 0.198
Error 6 8.732 1.455
Total 8 14.983

Tabla 63

Andlisis de Varianza del Numero de Hojas de Alfalfa Inoculada y sin Entrés

Metalico
e MC  Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
N"deHojas 5 681 1.3403 1.75 0.251
SIMP ' ' ' |
Error 6 4583 0.7639
Total 8 7.264
Tabla 64

Analisis de Varianza del Peso Himedo de Raices de Trigo Inoculado y sin

Entrés Metalico

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust.  Ajust. F p
Raiz Himedo
S/MP 2 0.3453 0.17267 1.87 0.234
Error 6 0.5537 0.09228
Total 8 0.899
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Tabla 65

Andlisis de Varianza del Peso Himedo Aéreo de Trigo Inoculado y sin Entrés

Metalico
SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust.  Ajust. F p
Aéreo Himedo
S/MP 2 14237 0.71186 26.16 0.001
Error 6 0.1633 0.02721
Total 8 1.587

Tabla 66

Andlisis de Varianza del Peso Seco de Raices de Trigo Inoculado y sin Entrés

Metdlico

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
Raiz Seco
S/IMP 2 0.000106 0.000053 0.26 0.778
Error 6 0.001216 0.000203
Total 8 0.001322
Tabla 67

Andlisis de Varianza del Peso Seco Aéreo de Trigo Inoculado y sin Entrés

Metalico
SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
é/el\r/le; SeCo 5 .004172 0.002086 5.37 0.046
Error 6 0.002332 0.000389
Total 8 0.006505
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Tabla 68
Andlisis de Varianza del Peso Himedo de Raices de Trigo Inoculado y con

Entrés Metalico Cd

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust.  Ajust. F p
Raiz
Humedo + 2 0.18065 0.09032 6.76 0.029
Cd
Error 6 0.08015 0.01336
Total 8 0.2608
Tabla 69

Andlisis de Varianza del Peso Hiimedo Aéreo de Trigo Inoculado y con Entrés

Metalico Cd
SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust.  Ajust. F p
feégo Humedo , 3194 0.15068 3.56 0.096
Error 6 0.2694 0.0449
Total 8 0.5888
Tabla 70

Andlisis de Varianza del Peso Seco de Raices de Trigo Inoculado y con Entrés

Metalico Cd
SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
Eg'z Seco+ 5 .001069 0.000534 4.76 0.058
Error 6 0.000674 0.000112
Total 8 0001743
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Tabla 71

Andlisis de Varianza del Peso Seco Aéreo de Trigo Inoculado y con Entrés

Metélico Cd
SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
éﬁreo Seco+ 5 0.003924 0.001962 4.38 0.067
Error 6 0.00269 0.000448
Total 8 0.006613

Tabla 72

Andlisis de Varianza del Peso Humedo de Raices de Trigo Inoculado y con

Entrés Metalico Pb

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust.  Ajust. F p
Raiz
Hlimedo + 2 0.291 0.14552 3.03 0.123
Pb
Error 6 0.2885 0.04808
Total 8 0.5795

Tabla 73

Andlisis de Varianza del Peso Himedo Aéreo de Trigo Inoculado y con Entrés

Metdlico Pb

Euente GL SC MC Valor Valor

Ajust. Ajust. F p
Aéreo
Hamedo + Pb 2 0.7899 0.395 343 0.101
Error 6 0.6901 0.115
Total 8 1.48
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Tabla 74

Andlisis de Varianza del Peso Seco de Raices de Trigo Inoculado y con Entrés

Metdlico Pb
SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
Eg'z Seco+ 5 0.000043 0.000022 0.05 0.951
Error 6 0.002555 0.000426
Total 8 0.002598
Tabla 75

Andlisis de Varianza del Peso Seco Aéreo de Trigo Inoculado y con Entrés

Metalico Pb
SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
’Sﬁreo Seco+ 5 1006168 0.003084 3.08 0.12
Error 6 0.006002 0.001
Total 8 001217
Tabla 76

Analisis de Varianza del Peso Himedo de Raices de Alfalfa Inoculada y sin

Entrés Metalico

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
Raiz Himedo
S/IMP 2 0.006938 0.003469 0.75 0.51
Error 6 0.027569 0.004595
Total 8 0.034507
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Tabla 77

Andlisis de Varianza del Peso Himedo Aéreo de Alfalfa Inoculada y sin Entrés

Metalico
SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust.  Ajust. F p
Aéreo Himedo
S/MP 2 0.1439 0.07193 2.17 0.195
Error 6 0.1984 0.03307
Total 8 0.3423
Tabla 78

Andlisis de Varianza del Peso Seco de Raices de Alfalfa Inoculada y sin Entrés

Metdlico
SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. - ,
gf‘h'fpsec" 2 0.000078 0.000039 15.36 0.004
Error 6 0.000015 0.000003
Total 8 0.000093
Tabla 79

Andlisis de Varianza del Peso Seco Aéreo de Alfalfa Inoculada y sin Entrés

Metalico
SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
Aéreo Seco
S/IMP 2 0.00214 0.00107 1.88 0.233
Error 6 0.003419 0.00057
Total 8 0.005559
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Tabla 80

Andlisis de Varianza de la Concentracion de Cd en la Parte Aérea de Trigo

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust.  Ajust. F p
Conc.Cd 2 21117 1055.83 3743 0
P.Aérea
Error 6 169.2 28.21
Total 8 2280.9

Tabla 81

Analisis de Varianza de la Concentraciéon de Cd en la Parte Rizosférica de

Trigo
SC MC Valor Valor

Fuente  GL Ajust. Ajust. F p
Conc.Cd 5 56009 13049.4 6411 O
P.Raiz
Error 6 1221 203.6
Total 8 27320

Tabla 82

Andlisis de Varianza de la Concentracion de Pb en la Parte Aérea de Trigo

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust.  Ajust. F p
Conc.Pb 2 42024 210121 53.02 O
P.Aérea
Error 6 237.8 39.63
Total 8 4440.2

Tabla 83

Anélisis de Varianza de la Concentracion de Pb en la Parte Rizosférica de

Trigo
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SC MC Valor Valor
Fuente  GL  Aist. Ajust.  F D
Conc.Pb 5 94432 47216 3738 0
P.Raiz
Error 6 757.9 126.3
Total 8 10201.1

Tabla 84

Analisis de Varianza de la Concentracion del Factor de Translocacion del Cd

en el Trigo
SC MC Valor Valor

Fuente  GL Ajust.  Ajust. F p
FT de 2 0.008 0.004 145 0.305
Cadmio
Error 6 0.017 0.003
Total 8 0.025

Tabla 85

Anélisis de Varianza de la Concentracion del Factor de Translocacion del Pb

en el Trigo
SC MC  Valor Valor
Fuente  GL Ajust.  Ajust. F p
FT de 2 0.169 0.085 19.75 0.002
Plomo
Error 6 0.026 0.004
Total 8 0.195

© ®90

Repositorio Institucional - UNASAM - Peru



ANEXO 4

Panel fotografico

@ @®®®  Repositorio Institucional - UNASAM - Pert



Figura 22

Reactivacion de Cepas Bacterianas Altoandinas del CIByRGA

Nota: A. Cepas por reactivar, B. Incubacion, C. Cepas reactivadas
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Figura 23

Preparacion de Inéculo Fresco

Nota: A. Siembra en TSA, B. Dilucion, C. Medicion de densidad 6ptica

Figura 24

Coloracion con Tetrazolio (0.1%) para la prueba CMT

Nota: A. Cepas por sometidas a Pb, B. Incubacién, C. Cepas sometidas a Cd
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Figura 25

Produccion de Sideroforos de Cepas Tolerantes a Cd y Pb

Nota: 1. BEP17-Dm, 2. GT10B, 3. VT19B, 4. GT25B, 5. GT24B, 6. BEPO3, 7.
BEP32, 8. BEP18-Dm, 9. Blanco.
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Figura 26
Produccion de Sideroforos de las Cepas BEP17-Dm y GT24B con Estrés

Metalico

Nota: A. GT4B con estrés Cd (ImM), B. GT24B con estrés Pb (1mM), C.
BEP17-Dm con estrés Pb (1ImM).
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Figura 27

Prueba de Produccion de Acido Indol-3-Acético con Estrés Metalico

Nota: A. Centrifugacion de muestras incubadas y suplementadas con MP (Cd
o Pb), B. Adicion de reactivo Salkowsky a los sobrenadantes, Coloracion de
la prueba para ser medida en el espectrofotometro de microplacas.
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Figura 28

Prueba de Solubilizacion de Fosfatos con Estrés Metalico

Nota: A. Halo de solubilizacion sin MP (Cd o Pb), B. Halo de solubilizacién con
MP (Pb)
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Figura 29

Prueba de Germinacion de Trigo y Alfalfa con Estrés Metalico

Nota: A. Desinfeccion de semillas e inoculacion, B. Colocacion de semillas en
placas con A-A suplementadas con Cd o Pb, C. Lectura de germinacion (%),
D. Germinacion de trigo, E. Germinacion de alfalfa.
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Figura 30
Bioensayo de Trigo y Alfalfa Inoculados con BEP17-Dm y GT24B, Cultivado

en Medio Hidropdnico Suplementado con Cd o Pb

Nota: A. Aforo de 800mL de solucién hidroponica por envase, B. Colocacién
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de plantulas de trigo y alfalfa inoculada, C. Adicion superficial de vermiculita
estéril, D. Adicién de Cd y Pb, E. Todos los tratamientos de trigo y alfalfa.

Figura 31
Efecto de los Metales en los Cultivos de Trigo y Alfalfa a 11 Dias de aplicar

los Metales
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Nota: A. Cultivo de alfalfa inhibido totalmente por los metales (Cd, Pb), B.

Alfalfa sin estrés por Cd o Pb de trigo y alfalfa inoculada, C. Trigo bajo estrés

con Cd o Pb, D. Trigo sin estrés por Cd o Pb.
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Figura 32
Medicién de las Caracteristicas de Crecimiento de las Plantas de Trigo y

Alfalfa

Nota: A. Contabilizacion de hojas y raices, B. Medicion de longitud aérea y
rizosférica, C. Separacion de parte aérea y rizosféricas de las plantas, para el

pesado o analisis de metales, D. Peso de biomasa humeda o seca.
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Figura 33

Plantas Cosechadas de Trigo Cultivadas sin Estrés Metalico

A

S0cm

Nota: A. Trigo sin in6culo, B. Trigo inoculado con BEP17-Dm, C. Trigo
inoculado con GT24B.

Figura 34

Plantas Cosechadas de Trigo Cultivadas con Estrés Metalico Cd

A B C
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Nota: A. Trigo sin in6culo, B. Trigo inoculado con BEP17-Dm, C. Trigo
inoculado con GT24B.

Figura 35

Plantas Cosechadas de Trigo Cultivadas con Estrés Metalico Pb

A B o

Nota: A. Trigo sin in6culo, B. Trigo inoculado con BEP17-Dm, C. Trigo
inoculado con GT24B.

Figura 36

Plantas Cosechadas de Alfalfa Cultivadas sin Estrés Metalico
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27¢cm

Nota: A. Alfalfa sin in6culo, B. Alfalfa inoculado con BEP17-Dm, C Alfalfa
inoculado con GT24B.
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