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RESUMEN

La fitorremediacion asistida por microorganismos es una de las técnicas que puede
ser una de las mas eficientes y menos costosas. Un consorcio aumenta el
rendimiento de la fitorremediacion en comparacion con la inoculacion de una sola
cepa. De este modo el objetivo de la investigacion fue caracterizar las propiedades
promotoras de crecimiento vegetal de un consorcio microbiano aislado de la Punta
Olimpica. Se colectaron 4 muestras de suelo de diferentes puntos, de los cuales se
aislaron los consorcios de bacterias y hongos obteniendo 8 consorcios iniciales y 8
subcultivos enriquecidos con Cd (0.2 mM) y Pb (1mM). Se evaluaron las pruebas
de promocién de crecimiento vegetal a los 16 consorcios a 15°C y 24°C, se
escogieron a los mejores consorcios que produjeron AlA, sideréforos y solubilizaron
fosfatos, el mayor productor para AIA a ambas temperaturas fue M3B-HM (229.18
Mg/ml y 181.18 pg/ml respectivamente) en comparacion con los consorcios de
hongos, su maxima produccion fue de 28.7 upg/ml. La mayor produccién de
sideroforos fue de M2H (46%) y M3B-HM (10.06%). El mayor indice de
Solubilizacién de Fosfato para los consorcios de bacterias a 15°C y a 24°C fueron
M3B-HM (3.1) y M2B (3.3) respectivamente, considerados con alto nivel de IFS.
Para el consorcio de hongos, se encontré un nivel medio y bajo de IFS. Para la
prueba de bioensayo in vitro de trigo inoculado con M3B-HM, se enriquecié con Pb
(2mM), Cd (ImM) y Al (2.5mM), Cd y Pb por la abundancia de estos metales
pesados en nuestra region y el Al por la toxicidad que representa para las raices.
Ademas, se encontr6 Rhanella, Pseudomona, Enterobacter, Serratia, en la
diversidad microbiana de M3B-HM. Los resultados evidenciaron las propiedades de
promocién de crecimiento vegetal del consorcio en las plantas de trigo al obtener
aumento de raices laterales en el trigo inoculado con M3B-HM + Cd, Pb y Al
generando un aumento de biomasa fresca y peso seco en las raices; estas

caracteristicas ayudan a que la planta extraiga y absorba mas nutrientes.

Palabras clave: Consorcio, metales pesados, in vitro, diversidad microbiana.
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ABSTRACT

Microorganism-assisted phytoremediation is one of the techniques that can be one
of the most efficient and least expensive. A consortium increases the performance
of phytoremediation compared to single strain inoculation. Thus, the objective of the
research was to characterize the plant growth promoting properties of a microbial
consortium isolated from Punta Olimpica. Four soil samples were collected from
different points, from which the bacterial and fungal consortia were isolated,
obtaining 8 initial consortia and 8 subcultures enriched with Cd (0.2 mM) and Pb (1
mM). Plant growth promotion tests were evaluated to the 16 consortia at 15°C and
24°C, the best consortia that produced AIA, siderophores and solubilized
phosphates were chosen, the highest producer for AIA at both temperatures was
M3B-HM (229.18 pg/ml and 181.18 ug/ml respectively) compared to the fungal
consortia, its maximum production was 28.7 ug/ml. The highest siderophore
production was from M2H (46%) and M3B-HM (10.06%). The highest Phosphate
Solubilization Index for the bacterial consortia at 15°C and at 24°C were M3B-HM
(3.1) and M2B (3.3) respectively, considered to have high IFS. For the fungal
consortium, a medium and low level of IFS was found. For the in vitro bioassay test
of wheat inoculated with M3B-HM, it was enriched with Pb (2 mM), Cd (1 mM) and
Al (2.5 mM), Cd and Pb because of the abundance of these heavy metals in our
region and Al because of the toxicity it represents for the roots. In addition, Rhanella,
Pseudomona, Enterobacter, Serratia, were found in the microbial diversity of M3B-
HM. The results evidenced the plant growth promoting properties of the consortium
in wheat plants by obtaining an increase in lateral roots in wheat inoculated with
M3B-HM + Cd, Pb and Al, generating an increase in fresh biomass and dry weight
in the roots; these characteristics help the plant to extract and absorb more

nutrients.

Key words: Consortium, heavy metals, in vitro, microbial diversity.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La contaminacion del suelo por metales pesados es un problema
ambiental que afecta la salud humana y ambiental, debido a la naturaleza
persistente de los contaminantes los cuales no se degradan y podrian
acumularse en los tejidos de los seres vivos (Knezevica et al., 2021; Ali et al.,
2013). La fuente de los metales pesados puede ser antropogénica o natural, este
altimo puede ser por meteorizacién, actividad volcanica o drenaje acido de roca
(Wuana & Okieimen, 2011), las altas concentraciones de metales pesados como
el Pb, Cd, Al, Hg, Cr y As son muy toxicos para las plantas y a su vez para la

cadena alimentaria (Yahaghi et al., 2019).

El uso de plantas con caracteristicas fitorremediadoras actualmente
resulta ser una de las tecnologias con mayor ventaja debido al costo, belleza
paisajistica y con rendimiento en la reduccién de metal pesado de un suelo
contaminado con metales pesados (Ojuederie & Babalola, 2017; Ali et al., 2013),
la inoculacién con microorganismos promotores de crecimiento vegetal mejora
el crecimiento de la planta, aumentando los niveles de fitohormonas, otorgando
mayor tolerancia a estrés por metales pesados y mejorando el rendimiento de

absorcion de estos (Kumar & Verma, 2018).

Las mezclas de microorganismos o consorcios microbianos han sido tema

de investigacion a lo largo de los afios con el fin de estudiar las
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interacciones sinérgicas que tienen entre ellas (Kang et al., 2016). Es por esto
gue se aplican los consorcios microbianos para estudios ambientales tomando
en cuenta diferentes caracteristicas como producir fitohormonas de &acido
indolacético, sideroforos y solubilizar fosfatos, la interaccion que tienen con los
metales pesados y la capacidad de promover el crecimiento vegetal son
determinantes para que la fitorremediacion asistida pueda ser satisfactoria (Xie
et al., 2021; Yahaghi et al., 2019).

El presente trabajo de investigacion tiene como propdésito caracterizar las
propiedades promotoras de crecimiento vegetal de un consorcio microbiano
aislado de suelos contaminados con metales pesados de la Punta Olimpica para
evaluar su potencial en fitorremediacion asistida utilizando el trigo a nivel in vitro,
los suelos al ser extraidos de un clima de hasta -4°C también presentan especies
del género Pseudomona, como P. psycrophila o psycotolerantes al frio las cuales
ayudan en el aumento de biomasa fresca y seca a la planta. Dentro de los
consorcios estudiados se encontré una gran diversidad microbiana que poseen

capacidad de tolerancia al Pb y resistencia al Cd como Serratia y Bacillus.

1.1.0OBJETIVOS

1.1.1. GENERAL
Caracterizar las propiedades de promocién de crecimiento vegetal de un
consorcio microbiano aislado de suelos contaminados con metales pesados de

la Punta Olimpica - Carhuaz - 2021, como potencial en fitorremediacién asistida.

1.1.2. ESPECIFICOS
e Colectar suelos contaminados por metales pesados de la Punta Olimpica,
caracterizarlos fisicoquimicamente y aislar consorcios microbianos de los

mismos.

e Analizar la produccion de acido indolacético, sideréforos y solubilizacion de

fosfatos por los consorcios microbianos aislados.
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e Realizar un bioensayo para medir el efecto del consorcio microbiano sobre

Triticum aestivum cultivado bajo condiciones de estrés por metales pesados.

o |dentificar la diversidad taxondmica del consorcio microbiano aislado de

suelos contaminados con metales pesados de la Punta Olimpica.

1.2. HIPOTESIS

El consorcio microbiano aislado de suelos contaminados con metales
pesados de la Punta Olimpica — Carhuaz - 2021 tiene por lo menos una
propiedad de promocién de crecimiento vegetal como potencial en

fitorremediacion asistida.
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1.3. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Tabla 1

Operacionalizacion de las variables de investigacion

VARIABLE DIMENSIONES INDICADOR TECNICA INSTRUMENTO
De Caracterizacion Caracteristica  Analisis de  Espectrofotometro
caracterizaciéon: del consorcio fisicoquimica del metales y ICP-Masas
Consorcio suelo andlisis de
microbiano aislado fertilidad
ggni:re;?nsa dos con Divers,ida}d Identificaciébn Secuenciador y
taxonomica molecular software

metales pesados

de la Punta
Olimpica.

De interés:
Caracteristicas
de las
propiedades de
promocién de
crecimiento
vegetal como
potencial de

fitorremediacion.

Propiedades de
promocién de
crecimiento
vegetal

Efectos en el
crecimiento de
Triticum
aestivum en
condiciones de
estrés con

Produccién de
AlA (mg/ml)

indice de
sideréforos

indice de
solubilizacion
de fosfato

Germinacion
de semillas

Caracteristicas
del crecimiento
de la planta:

metales pesados longitud de

raices (cm),
longitud de tallo
(cm), biomasa
fresca (g) y peso
seco (g).

16S ADNr e bioinformatico
ITS

Cultivo con
triptéfano

Espectrofotometro

Medio Cromo Espectrofotbmetro
Azurol (CAS)

Cultivo con tri-Espectrofotémetro
fosfato de

calcio
In vitro Contador
In vitro Vernier y balanza
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CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

e En lainvestigacion de Knezevi¢a et al. (2021): “The ability of a new strain
of Bacillus pseudomycoides to improve the germination of alfalfa seeds in
the presence of fungal infection or chromium” tuvieron como objetivo mejorar
la germinacion de las semillas de alfalfa en condiciones de estrés por cromo o
infeccion por Fusarium mediante la inoculacién en las semillas de donde se
selecciond la nueva cepa BM1 de Bacillus pseudomycoides como inoculante
segun su capacidad para suprimir los patdégenos de las plantas y tolerar
concentraciones elevadas de cromo, esta cepa fue indentificada y aislada
mediante la secuencia de ADNr 16S del suelo de la rizosfera de Medicago sativa,
se estudié la capacidad de producir la fitohormona acido indolacético,
sideroforos, cianuro de hidrogeno, lipasa extracelular, celulasa, pectinasa y
solubilizacion de fosfatos, donde se confirmé que esta rhizobacteria es capaz de
producir los mecanismos descritos; el porcentaje de inhibicion del crecimiento de
Medicago sativa infectadas por F. oxysporum (in vitro) se redujo del 27,87% al
2,46%, por tal motivo concluy6 que el mayor incremento de la longitud de las

raices y de los tallos del 12,36% y del 21,43% al aplicar la cepa BML1.

e La investigacion de Kang et al. (2016), “Bioremediation of heavy metals

by using bacterial mixtures”, tuvo como objetivo determinar el efecto de
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conjunto de cepas bacterianas en la biorremediacion con enriquecimiento
polimetalico de Pb, Cd y Cu de suelos contaminados. Por lo cual, aislaron e
identificaron cuatro cepas bacterianas Viridibacillus arenosi B-21, Sporosarcina
soli B-22, Enterobacter cloacae KJ-46 y E. cloacae KJ-47- obtenidas de un
yacimiento minero abandonado en Corea, en los ensayos se controlé la densidad
Optica, pH, produccion de calcita, actividad de la ureasa, prueba de
impermeabilidad y tolerancia a los metales pesados, la conclusion fue que las
mezclas bacterianas demostraron una mayor resistencia y eficiencia para la
remediacion de metales pesados en comparacién con los cultivos de una sola
cepa, donde se registrdo una remediacion del 98,3% para el Pb, del 85,4% para
el Cd y del 5,6% para el Cu.

e La tesis “Biorremediacion de relaves mineros con un consorcio
microbiano nativo caracterizado molecularmente y productor de enzimas
degradadoras de cianuro y derivados” tuvo como objetivo aislar, identificar,
caracterizar y utilizar microorganismos nativos degradadores de cianuro
producto de la actividad minera aurifera y argentifera en la region La Libertad,
se aislo e identificé molecularmente 89 cepas microbianas, siendo los géneros
Pseudomonas, Bacillus y Alcaligenes los mas abundantes y constituyeron el
mejor consorcio con 8 cepas de estos géneros, se concluyé que las cepas
bacterianas demostraron tener mayores ventajas para su implementacion en
procesos de biorremediacion, de las cuales 32 fueron seleccionadas por su
capacidad de tolerar y asimilar el cianuro donde encontraron Pseudomonas,
Alcaligenes y Bacillus que de manera individual o en consorcios pueden ser
eficaces en la biorremediacién de ambientes contaminados con cianuro producto

de la mineria (Cornejo, 2016).

e Segun latesis de Castilla 'y Carrillo (2014) : “Determinacion y seleccion de
un consorcio de microorganismos nativos de relaves mineros, capaces de
remover Cu (Il) de una solucién mineral sintética en un biorreactor RAEFA-
EZ” realizada en la ciudad de Arequipa en el aifio 2014, que tuvo como objetivo
principal evaluar la capacidad de remocion de Cu por un consorcio microbiano

seleccionado aislado de relaves mineros del cual aislaron 16 cepas bacterianas
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de relaves mineros de Xstrata Tintaya, donde seleccionaron las cepas formando
11 consorcios con capacidad de remocion de Cu (Il) y de acuerdo a la curva de
crecimiento de cepa seleccionaron al mejor consorcio, asi mismo se concluy6
qgue el consorcio seleccionado fue el de las bacterias, identificadas como
Ralstonia spp. 1 y Ralstonia spp. 2, con un porcentaje de remocion del 36,04 %
de Cu (II).

e En la investigacion de Ulloa-Mufioz et al. (2020) “Diversity of endophytic
plant-growth microorganisms from Gentianella weberbaueri and Valeriana
pycnantha, highland Peruvian medicinal plants” realizada en la Quebrada
Churup- Huaraz, realizaron la colecta de Gentianella weberbaueri y Valeriana
pycnantha, mediante la secuencia de ADNr 16S se demostrd que las cepas
bacterianas pertenecen a los géneros Rahnella, Pseudomonas, Serratia,
Rouxiella y Bacillus; mientras que la secuencia de ITS demostré que los hongos
pertenecen a los géneros Pyrenochaeta, Scleroconidioma, Cryptococcus y
Plenodomus. Rahnella sp. GT24B y P. trivialis VT20B, a todas las cepas se les
realizo pruebas de produccion de acido indol-acético, sideréforos y solubilizacion
de fosfatos 10°C y 24 °C, la conclusion obtenida fue que obtuvieron gran
diversidad microbiana que permanece desconocida en las montafias en donde
encontraron microorganismos con propiedades promotoras del crecimiento
vegetal en condiciones de frio, por otro lado, la mayoria de las plantas de
Medicago sativa "alfalfa" y Triticum aestivum "trigo" tuvieron mejor desarrollo de
las raices con Rahnella sp. GT24B, Rouxiella sp. VT24B, Serratia sp. VT28B, y
Rahnella sp. VT34B.

e Segun la investigacion de Mufioz-Silva et al. (2019). “Heavy metals
tolerant microorganisms from mine tailing wastelands Santa Rosa, Jangas
(Peru)”, realizadas con muestras del pasivo minero Santa Rosa de Jangas, cuyo
estudio estuvo centrado en hallar hongos y bacterias aisladas de suelos con y
sin rizGsfera, con tolerancia a metales pesados, cuyo propdsito sea conocer su
potencial en biorremediacion. Se utilizé las secuencias de ITS y 16S ADNr, para
la identificacion taxondmica de hongos y bacterias aislados respectivamente

donde calculo6 el indice de tolerancia a metales pesados utilizando 1 mM a plomo
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(1), cobre (1), niquel (1) o zinc (1), y 0.1 mM a plata (1), cromo (VI) o cadmio (II),
se aislaron una totalidad de 23 hongos y 18 bacterias y se concluyo que en los
suelos del pasivo minero Santa Rosa se encontré una microflora de hongos y
bacterias resistente a metales pesados demostrando que los hongos tienen
mejores indices de tolerancia, los cuales podrian jugar el rol de promotores de
crecimiento vegetal ayudando a la plantas a resistir los efectos toxicos de los

metales mediante la bioacumulacion y reduccion de los metales pesados.

e Enlatesis: “Evaluacién de las potencialidades de los microorganismos
asociados a plantas altoandinas para procesos de biorremediacién, Punta
Olimpica - Parque Nacional Huascaran — 2016”, esta investigacion tuvo como
objetivo aislar microrganismos asociados (endofiticos) a plantas altoandinas o
en su rizosfera (rizosféricos), y luego evaluarlas segun sus caracteristicas
promotoras de crecimiento (sideréforos, AlA y solubilizacion de fosfatos), para
poder usarlas en proceso de fitorremediacion, estos aislados fueron bacterias y
hongos. Reportd valores de AIA de hasta 53.42 pg/ml, producido por
Pseudomonas sp. BEP18, para el caso de solubilizacion de fosfatos el mayor
indice fue de Penicilum sp. HEPO6, se realizaron pruebas de solubilizacién de
carbonato de cadmio, donde Pseudomonas sp. BEP18, Penicilum sp. HEPO6 e
Hydroxylon monticulosum HRPO1 mostraron altos indices de solubilizacion. La
autora concluye que los microorganismos aislados y evaluados, presentan
caracteristicas para mejorar técnicas de biorremediacion de espacios

contaminados por metales. (Huaman, 2018).

e La tesis denominada: “Caracterizacion de la comunidad microbiana
asociada a la vegetacién del pasivo minero ambiental Chahuapampa -
Utcuyacu - Céatac y su potencial uso en la biorremediacion — 2016”, aislo
microorganismos provenientes de plantas y suelo rizosférico que se encuentra
en dicho pasivo ambiental minero, con el objetivo de caracterizarlos en cuanto a
su promocion de crecimiento vegetal, a fin de apreciar su potencialidad en
procesos de biorremediacion. Se evalué pruebas de produccién de sideroforos,
solubilizacion de carbonatos, solubilizacion de fosfato. produccién de &cido indol-

aceético, tolerancia a Cd y Pb a través de la Concentracion Minima Inhibitoria
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(CMI), segun la diversidad microbiana las cepas de bacterias pertenecian a las
especies Bacillus subtilis y género Hafnia sp., y las cepas de hongos al género
Penicillium, asi se concluy6é que la existencia de una comunidad microbiana
aislada de las plantas del pasivo minero Chahuapampa poseen la capacidad de
ayudar en la biorremediacion (Palacios, 2018).

2.2. BASES TEORICAS DE LA INVESTIGACION

2.2.1. CONTAMINACION POR METALES PESADOS

Los metales pesados son aquellos metales que poseen efecto negativo
en el ambiente mediante la contaminacion de agua, aire y suelo, el nivel de
toxicidad esta delimitado por la duracion a la exposicion y la dosis que puede
absorber un organismo (Ojuederie & Babalola, 2017), podrian ingresar a un
ecosistema a partir de fuentes naturales como las actividades volcanicas,
meteorizacion y erosién de rocas o0 minerales, por otra parte, las fuentes
antropogénicas incluyen: actividades mineras, aplicacion de pesticidas o
fertilizantes, asi como biosdlidos en actividades agricolas, los vertidos
industriales, la deposicién atmosférica, entre otros (Wuana & Okieimen, 2011).

Los metales pesados o pueden depositarse y acumularse en suelos con
uso agricola y por medio de este ingresar a la cadena trofica, evidenciando un
gran problema que pone en riesgo la salud de los seres vivos ocasionando
algunas enfermedades degenerativas y mortales, asi también existen algunos
metales que hacen funcion de micronutrientes en la plantas y animales, pero al
aumentar su concentracion interfieren en las  funciones o reacciones
metabdlicas de los organismos vivos, metales pesados como mercurio (Hg),
cromo (Cr), zinc (Zn), uranio (Ur), niquel (Ni), arsénico (As), selenio (Se), plata
(Ag), oro (Au), plomo (Pb) y cadmio (Cd), no son de beneficio para las plantas,
siendo por el contrario reductores del crecimiento y desarrollo de estas,
reduciendo la capacidad de realizar fotosintesis (Ojuederie & Babalola, 2017),
esto sucede porque los metales no tienen muchas movilidad en el suelo y tienden
a acumularse en el horizonte superficial biolégicamente activo, haciendo que

sean mas accesibles para las plantas (Cabildo Miranda et al., 2013).
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UNASANY

Ademas, el pH también juega un papel importante el cual nos da a
conocer si un suelo es acido o basico y asi basarnos en la existencia de algun
efecto perjudicial hacia el suelo afectando diversas propiedades del suelo como
la estructura, porosidad, humedad, meteorizacion quimica, humificacion, fijacion
de nitrogeno y absorcion de nutrientes ; en un suelo acido la materia organica
puede ser un regulador de su acidez, en este se puede encontrar Al+3, Mg+2,
Fe+3 los cuales son liberados por saturacion de protones en las arcillas, el
aluminio y magnesio en forma de cationes pasan a ser parte de la solucion del
suelo, Fe pasa a precipitarse como Fe203 observandose un color rojizo, uno de
los efectos perjudiciales de la acidez en las plantas se da por la exposicion al

aluminio en la solucion del suelo (Lopez , 2006)

a. Cadmio

La exposicion del cadmio al cuerpo humano en una larga duracion
origina problemas internos en los rifiones, higado y debilita las funciones del
corazon (Ojuederie & Babalola, 2017),

En el suelo el cadmio puede lograr disminuir la biodiversidad y las
actividades de comunidades microbianas (McGrath et al., 2000), este metal
suele ser nocivo por su alta solubilidad y movilidad que en pequefas
concentraciones afecta a la planta, ademas dificulta la absorcion de hierro
(Brutti et al., 2018), a pesar de esta problematica las plantas desarrollan
distintos mecanismos para contrarrestar los efectos de toxicidad del cadmio,
evitando la absorcidén de metales y la desintoxicacion a través de la quelacion
de algunos metabolitos como acidos organicos, aminoacidos y compuestos

fendlicos (Belimov et al., 2019).

b. Plomo
El plomo puede debilitar seriamente la salud humana en altas
concentraciones y en corto periodo de tiempo, ocasionando pérdida en la
coordinacion y diferentes tipos de paralisis (Ojuederie & Babalola, 2017).
Un pH acido aumenta la solubilidad de Pb, posee baja movilidad y por
eso se acumula en los horizontes méas superficiales del suelo (Brutti et al.,

2018). El plomo afecta de negativamente en la morfologia de diversas
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especies de plantas (Jiang & Yan, 2017), inhibiendo el crecimiento, desarrollo
radicular, germinacion de semillas, proceso de evapotranspiracion y

eficiencia fotosintética (Onaga & Wydra, 2016).

c. Aluminio
Los efectos toxicos del aluminio en suelos de cultivo acidos, son uno
de los causantes directos de la limitada produccién de cultivos, los cuales
comprenden el 30% de los suelos aproximadamente y hasta el 50% de las
tierras potencialmente cultivables (Kochian et al., 2015). Uno de estos efectos
negativos en las plantas, por presencia de Al es la disminucién o inhibicion

de la elongacién de raices (Kopittke et al., 2015).

2.2.2. BIORREMEDIACION DE SUELOS CONTAMINADOS CON METALES

PESADOS

La biorremediacion es una técnica que tiene como objetivo disminuir la
concentracion de contaminantes mediante procesos biolégicos que pueden ser
el de degradar, transformar o desintoxicar al medio, la eficacia de la
biorremediacién depende de los factores ambientales, asi como de las
caracteristicas de los recursos utilizados y el grado de contaminacién, estos
recursos u organismos pueden ser endémicos, asi como también puede
ingresarse organismos provenientes de otros lugares (Azubuike et al., 2016;
Tasleem et al., 2014).

El uso de microorganismos, se puede dar en la biorremediacion
microbiana y esta relacionado con el potencial metabdlico que tienen estos
microrganismos de degradar los contaminantes y transformarlos en elementos
inocuos mediante la desintoxicacidén del entorno utilizando microorganismos que
tienen tolerancia a altas concentraciones de contaminantes como los metales
pesados (Tasleem et al., 2014).

Segun Kang et al. (2016) la efectividad de la biorremediacion de metales
pesados, presenta mejores resultados al utilizar un consorcio de bacterias, en
comparacién de solo usar un uUnico cultivo de cepa, debido a que el efecto
sinérgico del consorcio ayuda a biorremediar metales como plomo, cadmio y

cobre de suelos contaminados con los mismos.
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2.2.3. FITORREMEDIACION DE SUELOS

La fitorremediacion es la técnica que utiliza plantas y microorganismos
asociados del suelo, para reducir concentraciones nocivas 0 toxicas de
contaminantes del ambiente (Greipsson, 2011). Los procesos que ocurren en la
fitorremediacion pueden ser variados y se presentan en la Figura N°01
(Ojuederie & Babalola, 2017).

Figura 1

Procesos utilizados en la fitorremediacion de metales pesados

Phytodegradation

(use of plants to destroy organic pollutants)

Phytovolatilization
(conversion of metals/metalloids to less toxic

and volatile forms)

Phytoextraction
Metal chelation
Metal solubilization

Metals/metalloids

Metal immobilization o

Toxicity reduction ‘. j
& g .
Phytostimulation
.-. . © (*] (degradation of organic poll
Ph.‘vtOSt“hthat“‘n Phvtofiltration by plant root exudates)

Nota. Adaptado de “Microbial and Plant-Assisted Bioremediation of Heavy Metal
Polluted Environments” (p.8), por Ojuederie & Babalola, 2017, Int. J. Environ. Res. Public
Health, 14(12).

Es asi que la fitorremediacion puede dividirse en fitoextraccion (captacion
de contaminantes del suelo por la raiz de la planta y acumulacién en la parte
aérea), fitodegradacion (limitado a la degradacion de contaminantes organicos
por sistemas planta-microbio, debido a que los metales pesados no son
biodegradables), fitoestabilizacion (disminucion de biodisponibilidad de
contaminantes por parte de las plantas), rizofiltracion (absorciéon de
contaminantes en las raices de las plantas) y fitovolatilizacién (volatilizacion de
contaminantes organicos y ciertos metales como el Se y Hg por parte de las
plantas) (Ali et al., 2013; Gadd, 2010), al utilizar la vegetacion en suelos

contaminados también se logra prevenir la erosion y lixiviacion de los metales en
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estos suelos, se suelen escoger las plantas de rapido crecimiento y alta

produccion de biomasa (Abhilash et al., 2012).

La fitorremediacion puede utilizarse para controlar los metales pesados y
otros, como los contaminantes organicos (Hidrocarburos aromaticos policiclicos,
bifenilos policlorados y pesticidas), es considerada una biotecnologia novedosa,
gue puede ser mejorada en cuanto a su eficiencia y respetuosa del ambiente,
ademas que puede ser aplicada de manera in situ y basada en la energia solar
(Vithanage et al., 2012).

2.2.3.1. Fitorremediacion asistida

Es una técnica que busca asociar microorganismos con especies
vegetales para aumentar el desarrollo de la planta y su capacidad
fitorremediadora en sitios contaminados con el fin de mejorar la eficiencia de la
fitorremediacion reduciendo la contaminacion en mayores concentraciones
(Azubuike et al., 2016; Rajkumar et al., 2012), mediante las actividades
microbianas que ocurren en los suelos rizosféricos, ya que los microorganismos
generan efectos positivos como mejorar la disponibilidad de nutrientes o

haciendo mas biodisponibles los contaminantes. (Ullah et al., 2015).

Algunos procesos complementarios para la eficiencia son: a) Promocion
directa de la fitorremediacion en la que los microbios asociados a las plantas
mejoran la translocacién de metales (facilitan la fitoextraccion) o reducen la
movilidad y disponibilidad de metales pesados en la rizosfera (fitoestabilizacion)
y b) Promocion indirecta de la fitorremediacion en donde los microorganismos
otorgan mayor tolerancia a metales pesados para las plantas, ademas de

mejorar la biomasa vegetal (Rajkumar et al., 2012).

2.2.4. MICROORGANISMOS PROMOTORES DEL CRECIMIENTO VEGETAL

Para la degradacion de metales pesados se requieren incluir diferentes
procesos quimicos como coagulacion, flotacién, floculacion, ésmosis inversa,
lavado de suelos, entre otros siendo métodos muy costosos, ademas que

pueden tener productos nocivos (Ojuederie & Babalola, 2017), por esto se
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recurre al uso de microorganismos los cuales son los principales mediadores de
los ciclos bioquimicos, su actividad influye fuertemente en el transporte de
metales en el ambiente al tener una diversidad enzimatica extraordinaria logran
interactuar con los metales de muchas formas por medio de reacciones de
reduccion, oxidacion, metilacion y alquilacion, involucradas en el ciclo quimico,

biosorcién, complejacion y mineralizacion (Gadd, 2010).

Los microorganismos con capacidad de promover el crecimiento vegetal,
son cepas aisladas de diversos ambientes, los cuales al ser inoculados de
manera individual o en conjunto en plantas con potencial en fitorremediacion
presentan efectos positivos en los parametros de crecimiento, desarrollo y
rendimiento de las plantas, otorgandole a la planta mayor resistencia frente a
estrés abidtico, incluso en presencia de metales pesados mediante diferentes
mecanismos que utilizan los microorganismos dentro de los cultivos (de-
Bashana et al., 2012).

Los mecanismos de promocion de crecimiento vegetal pueden ser

directos o indirectos (Figura 2).

2.2.4.1. MECANISMOS DE PROMOCION DE CRECIMIENTO VEGETAL
DIRECTOS

Los microrganismos involucrados en la nutricion y desarrollo vegetal,
transformando macroelementos (formas no disponibles para las plantas) a
formas sencillas, para asi poder estar disponibles en la solucién de suelo y ser
absorbidos por las plantas, algunos de estos mecanismos son: La solubilizacion
de fosforo, fijacion de nitrégeno, produccién de fitohormonas, sideroforos,
enzimas antioxidantes, todos ellos le permiten a la planta resistir condiciones de
estrés abidtico al reducir los niveles de etileno y mejora la produccion de la

hormona del crecimiento vegetal (Glick B. R., 2012).
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Figura 2
Mecanismos de accion de bacterias promotoras de crecimiento de plantas

(BPCP) en suelos contaminados con elementos potencialmente toxico
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Nota. Adaptado de “Microorganisms aided phytoremediation: focus on plant growth-

promoting bacteria” (p. 36), por Perea-Vélez et al, 2017, Agroproductividad, 10(4).

a. Produccion de Acido Indol Acético

El &cido indol-acético pertenece a las fitohormonas o también
denominadas hormonas vegetales las cuales son sustancias producidas dentro
de la planta que se encuentran presentes en el crecimiento y desarrollo de la
planta, estas fitohormonas pueden ser las auxinas, dentro de ellas se encuentra
el &cido indol-butirico, &cido cloroindol-acético, acido fenilacético y el &cido indol
acético (AIA) siendo esta ultima biosintetizada por algunas plantas superiores,
esta se involucra en varios procesos de crecimiento de las plantas, propiciando
un mayor desarrollo de la planta, por otro lado algunos microorganismos son
capaces de sintetizar AlIA lo cual ayuda a caracterizarlos como promotores de
crecimiento vegetal o fitopatdogenos (Kraft et al., 2007; Vega-Celedon et al.,
2016). Un microorganismo promotor de crecimiento vegetal productor de AlA,
ayuda a la planta con efectos positivos en el crecimiento de la raiz, en bajas

cantidades alarga la raiz y en altas cantidades disminuye el tamafio de la raiz
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principal, pero aumenta la cantidad de raices laterales (Ojuederie & Babalola,
2017).

Los microorganismos que producen AlA principalmente con ayuda del
triptéfano, pueden intervenir e interactuar con las plantas hospederas en la
regulacion del AlA, las cuales a su vez pueden secretar el aminoacido triptofano
gue es precursor quimico para la sintesis de esta auxina (Vega-Celedoén et al.,
2016). Sin embargo, el AlA puede sintetizarse con o sin triptéfano, aunque este
tema sigue en discusion (Dodd et al., 2010). Ademas de los efectos sobre la raiz,
se ha encontrado que esta auxina aumenta la sintesis de etileno, el cual
promueve que el fruto madure mas rapido, una mejor respuesta a patdgeno y al
estrés abiotico (Dodd et al., 2010; Vega-Celedon et al., 2016). Es decir, para el
caso de las plantas sometidas a condiciones de estrés por metales pesado o
toxicos para el crecimiento vegetal, los microorganismos productores de AlA son

muy adecuados.

En caso de la respuesta a patdgenos, se ha encontrado que el AIA
rizosférico sintetizado tanto por las plantas como por las bacterias puede actuar
como una sefal para que los Streptomyces del suelo aumenten su produccién
de antibidticos, que son letales para los fitopatdgenos fungicos y bacterianos,
inhibiendo asi el crecimiento de los microbios competidores y protegiendo

simultdneamente a las plantas de los fitopatégenos (Matsukawa et al., 2007).

b. Produccién de sideré6foros

Diversos factores ambientales varian la disponibilidad del Fe, como
por ejemplo el aumento del pH baja la disponibilidad del Fe en suelos
calcareos, la materia organica aumenta la disponibilidad del metal al
aumentar la comunidad microbiana descomponiendo la materia organica
para liberar el Fe, textura, porosidad intervienen en la disponibilidad del hierro
en el suelo, el cual es indirectamente uno de los factores de la produccion de
clorofila, transporte de oxigeno, fijacion de nitrégeno, entre otros (Aguado-
Santacruz et al., 2012).
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Los sideroforos son moléculas que actian como agentes quelantes con
alta afinidad por el hierro en presencia de otros metales y transformarlo en Fe
soluble, existen los sideroforos microbianos que son producidos por los
microorganismos Y los fitosideroforos, producidos por las plantas, pero estos
ultimos poseen una afinidad menor por el Fe por lo que no ocurre una quelacion
especifica con este ultimo (Aguado-Santacruz et al., 2012); el secuestro del
hierro ocurre en respuesta a bajas cantidades de hierro en la rizosfera (Rajkumar
et al., 2012).

Los siderdéforos tienen la caracteristica de ser compuestos de bajo peso
molecular (400-1000 Daltons) con altas constantes de asociacion para complejar
el hierro, sin embargo, pueden formar complejos estables con otros metales: Pb,
Cd, Al, Gay Zn, se cree que los sideréforos que producen los microorganismos
son considerados como promotores de crecimiento vegetal debido a que juegan
un papel importante en la fitoextracciéon de metales pesados, debido a que los
microorganismos extraen el Fe del suelo y se lo otorgan a la planta, es asi que
el mecanismo de producir sideroforos ayuda a la planta en la disminucién o
supresion de fitopatégenos sin que esta sea afectada, ademas colabora en el
desarrollo y crecimiento de la planta hospedera otorgando mayor tolerancia
frente a otros estreses (Aguado-Santacruz et al., 2012; Ojuederie & Babalola,
2017; Rajkumar et al., 2012).

c. Solubilizacion de fosfato

Es la capacidad que tiene un microorganismo de solubilizar fosfatos
inorganicos, inmoviles e insolubles que se encuentran en el suelo, en gran parte
por el uso de fertilizantes fosfatados, y transformarlos a compuestos solubles
moviles los cuales pueden ser absorbidos por las raices de las plantas (Beltran-
Pineda, 2014).

Un nutriente como el fosforo es requerido por las plantas como
macronutriente para su crecimiento y desarrollo, pero reacciona de forma natural
con el Fe, Al y el Ca, lo que provoca su precipitacion y, por lo tanto, no lo hace
disponible para las plantas, debido a esto se estudia el comportamiento de

microorganismos con capacidad de generar acidos organicos e inorganicos, que
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faciliten la solubilizacion de fosforo hasta una forma de facil asimilacion por las
plantas como ortofosfatos, nutriente necesario para el crecimiento de las plantas
(Ojuederie & Babalola, 2017) para que el ortofosfato sea aprovechable por la
planta es necesario que en el sustrato exista un pH de 6.5 ya que a esa
concentracion disminuye la precipitacion de los fosfatos de aluminio y calcio
(Beltran-Pineda, 2014). La implementacion de bacterias solubilizadoras de
fosfato aumentan el crecimiento y rendimiento de muchos cultivos como es en el
caso del trigo, maiz y camote (Zahid et al., 2015), debido a que las bacterias
poseen mayor solubilizacion de fosfatos que los hongos, la mayoria solubiliza
fosfatos de calcio y pocos solubilizan fosfatos de aluminio o hierro (Beltran-
Pineda, 2014).

Figura 3
Mecanismos directos de los microorganismos promotores de crecimiento

vegetal al ser inoculadas en la planta
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Nota. Adaptado de “Mecanismos de estimulacion del crecimiento vegetal en bacterias
del género Bacillus” (p. 36), por Rojas-Solis et al, 2013, Bioldgicas, 15(2).
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2.2.4.2. MECANISMOS DE PROMOCION DE CRECIMIENTO VEGETAL
INDIRECTOS
Estan principalmente involucrados con la inhibicién de sustancias nocivas
como metales pesados y pesticidas, y el biocontrol de los efectos provocados
por el ataque de patégenos para la planta (Glick B. R., 2012).

Los microorganismos antagonistas promueven el crecimiento vegetal
evitando la colonizaciébn y el ataque de patdgenos ya sea por algunos

mecanismos como:

a) Sintetizando enzimas hidroliticas (quitinasas, glucanasas, proteasas,
lipasas) capaces de lisar las células de hongos (Phytium, Fusarium,
Alternaria, Clavibacter michiganensis) o bacterias fitopatdgenas (Erwinia
amylovora, Agrobacterium tumefaciens, Xanthomonas campestris,
Pseudomonas syringae).

b) Compitiendo por nutrientes, nichos ecoldgicos y sitios de colonizacion sobre
la superficie de la raiz.

c) Regulando los niveles de etileno, que se produce por el estrés causado por
la infeccion parasitica, a través de la sintesis de la enzima ACC desaminasa.

d) Produciendo sustancias antimicrobianas como sideroforos y antibiéticos de
amplia dispersion (Glick B. R., 2012).

2.2.5. ANALISIS METAGENOMICO MICROBIANO

El enfoque metagendmico es un campo de investigacion el cual combina
la genética molecular, la ecologia microbiana y el analisis de datos, este método
se enfoca en la identificacion bacteriana que permite detectar la totalidad de los
microorganismos en un consorcio microbiano incluso de las especies que no
pueden aislarse (Sudarikov et al., 2017). Ademds, que es Uutil para lograr
comprender las caracteristicas unicas del consorcio microbiano extraido de un
suelo directamente y aquellos tolerantes o resistentes a metales pesados (Feng
et al., 2018).
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2.3. DEFINICION DE TERMINOS BASICOS

2.3.1. ARNr 16S: Es un polirribonucledtido con regiones altamente
conservadas que permiten establecer la relaciébn taxonémica entre
familias, clases y filos (Rodicio y Mendoza, 2004).

2.3.2. Bioensayo: Es el estudio que ayuda a obtener respuestas fisioldgicas
de organismos seleccionados que se ponen en contacto con
concentraciones o proporciones crecientes de las muestras obtenidas en

la zona de estudio, de manera experimental (Contero y Felicita, 2006).

2.3.3. Biodisponibilidad: Caracteristica de las sustancias toxicas que indica
facilidad de incorporarse a los seres vivos mediante procesos o
mecanismos de inhalacién, ingesta o0 absorcion y que estan
influenciados por pardmetros como la exposicion, las caracteristicas del
receptor del contaminante (Ministerio del Ambiente, 2015).

2.3.4. Inoculacion: Es la incorporacion de los microorganismos en el medio
donde se encuentra la planta, con ciertos cuidados que no limiten la
viabilidad (Restrepo, 2007).

2.3.5. Medio de cultivo: Son sustancias nutritivas que en concentraciones
Optimas de preparacion permiten un adecuado crecimiento de
microrganismos (Reynoso et al., 2015).

2.3.6. Suelo: Material no consolidado compuesto por materia inorganica y
organica, aire, agua, organismos vivos, se extiende desde la capa
superficial hasta distintos niveles de profundidad (MINAM, 2017).

2.3.7. Rizosfera: Considerada como la parte del suelo que ocupa un espacio
cercano a las raices de las plantas, comprendida entre 1 y 3 mm desde
la superficie de la raiz hasta el interior del suelo, es el ecosistema
esencial para diversos microorganismos (Marquez, 2021; Mufioz-Silva et
al., 2019)

2.3.8. Microorganismos tolerantes a metales pesados: Es la capacidad de
resistencia que poseen los microorganismos debido a un conjunto de
mecanismos que contribuyen en la defensa de la célula frente a metales

potencialmente dafinos (Mufioz-Silva et al., 2019).
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CAPITULO Il

METODOLOGIA

3.1. TIPO DE INVESTIGACION

Tipo aplicativo porque se realizaran tratamientos para estudiar los efectos
producidos por metales pesados en las plantas con y sin inéculos de consorcios
y asi evaluar el potencial de estos ultimos.

De enfoque cuantitativo, debido a que se trabajé con aspectos

observables y medibles.

3.2. DISENO DE LA INVESTIGACION
El disefio de la investigacion fue experimental ya que se evalud el uso
potencial en fitorremediacion de un consorcio microbiano aislado de suelos

contaminados con metales pesados.
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Figura 4

Resumen de la metodologia de la investigacion
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3.3. METODOS O TECNICAS

3.3.1. Colecta de suelos contaminados por metales pesados de la Punta
Olimpica para aislar consorcios microbianos y caracterizar
fisicoquimicamente el suelo.

e Se colecté dos tipos de muestras de suelo del sector de la Punta Olimpica del
distrito de Shilla (Quebrada Ulta), de donde se obtuvieron cuatro muestras
mediante observacion de cuatro puntos de muestreo siendo dos muestras con
rizésfera y dos muestras sin rizésfera, tomando como indicadores el color del
suelo debido a la presencia de 6xidos de hierro y la cobertura vegetal, los
cuales fueron denominados como: M1, M2, M3 y M4 (ver ANEXO 1). Estas
muestras fueron trasladadas en bolsas estériles y herméticamente cerradas
hacia el Centro de Investigacion de Biodiversidad y Recursos Genéticos de
Ancash (CIByRGA) para el aislamiento de los consorcios microbianos y una
parte de estas para el analisis de fertilidad y de metales pesados.

El muestreo se realizé con el permiso de la autoridad pertinente, en este caso
Parque Nacional Huascaran, cumpliendo las normas éticas y politicas del

Parque.

Se realizaron dos tipos de procedimientos para el aislamiento de

microorganismos:

e El primero consistio en el aislamiento de los microorganismos de suelos de la
rizosfera segin Tamariz-Angeles et al., (2014); se diluy6 1 g de cada muestra
de suelo en 9 ml de agua salina estéril (NaCl al 0.85%), posteriormente se
realizé diluciones seriadas desde 10! hasta 10 para las bacteriasy 10ty 10
2 para los hongos. De las diluciones 102 hasta 10° se tomaron 200 ul de
muestra para las siembras por triplicado para las bacterias y para los hongos

ambas diluciones.

Para aislar bacterias se emple6 Agar Tripticasa de Soya (TSA) suplementado

con 100 pl/ml de Fluconazol. La incubacion se realizo por 48 horas a 24°C.
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Para aislar hongos, se utilizé Agar Sabouraud (SA) suplementado con 50 ul/ml

de Estreptomicina y Tetraciclina, incubado 7 dias a 24°C.

e Para el segundo procedimiento se utilizo la metodologia modificada por Jiang
et al., (2008), el cual consistié en utilizar 90ml de Caldo de Tripticasa de Soya
(TSB) para aislar bacterias y se afadieron 10 g de cada muestra de suelo,
suplementado con 100 pl/ml de Fluconazol.

Para aislar hongos se utilizé Caldo Sabouraud (SB), suplementado con 50
MI/ml de Estreptomicina y Tetraciclina, utilizando el mismo procedimiento que

para las bacterias.

En ambos casos, los matraces se incubaron por 12 dias a 15°C en agitacion
a 150 rpm. Este procedimiento se repitié 3 veces, en este Ultimo subcultivo se
afiadieron los metales Cd (0.2 mM) y Pb (1mM) para su estabilizacion se
repitid6 el mismo procedimiento anteriormente descrito hasta llegar al quinto
subcultivo de ambos microorganismos, teniendo en cuenta a Mufioz-Silva et
al. (2019).

3.3.2. Procedimientos para el analisis de la produccién de &cido indol
acético, sideré6foros y solubilizacion de fosfatos en el consorcio

microbiano aislado.

e Produccién de Acido Indolacético (AlA)
a. Del consorcio de bacterias
Se inoculé 70 ul con 0.1 de densidad 6ptica (A 620 nm) de cada
consorcio bacteriano en 7 ml de TSB suplementado con 2 mg/ml de L-
Tryptophan (Jiang et al., 2008), los cuales fueron incubados a 15°C y 24°C,
se extrajeron muestras a 24, 48 y 72 horas. Las muestras se centrifugaron a
13000 rpm durante 2 minutos para separar las bacterias del sobrenadante, se
colocé en los pocillos de las microplacas 100 pL del sobrenadante con 100 L
de reactivo Salkowsky (10ml 35% HCIO4 + 200 yL FeC13) (Loper & Schroth,
1986), para finalmente incubarlo en oscuridad durante 20 minutos a

temperatura ambiente.
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b. Del consorcio de hongos

Se procedid6 segun Kumla & Suwannarach (2014), se inocularon
cuadraditos de micelio de 5mm por lado aproximadamente, de cada consorcio
de hongos en 10 ml de Caldo de Papa Dextrosa (PDB) suplementado con 2
mg/ml de L-Tryptophan. Se incubaron a 15°C y 24°C, se extrajeron muestras
a 6,9, 12 y 15 dias. Las muestras se centrifugaron a 13000 rpm durante 2
minutos para separar el sobrenadante del micelio. En microplacas se vertieron
100 uL del sobrenadante con 100 pL de reactivo Salkowsky (10ml 35% HCIO4
+ 200 pL FeC13) (Loper & Schroth, 1986) y se incubo6 en oscuridad durante

20 minutos a temperatura ambiente.

Para ambos casos, la presencia de color rosa o fucsia indico la

produccion de AlA.

e Evaluacion de capacidad de sintesis de sideroforos
Para este método semicuantitativo, se utilizé el método descrito por Hu
& Xu (2011), en el cual se prepar6 in6culo fresco de 24 horas de incubacion
para los consorcios bacterianos y 7 dias para los consorcios de hongos.

a. Del consorcio de bacterias
En un microtubo de 2 ml se agregé 1ml de TSB con 100 uL de cultivo
fresco y se dejé incubando por 5 dias a temperaturas de 15°C y 24°C, se
realizaron 4 réplicas por cada consorcio. Se separé el sobrenadante de cada
microtubo por centrifugacion a 13400 rpm durante 3 minutos, posteriormente
se anadio 100 uL del sobrenadante con 100 pL de solucién CAS-Fe en una
microplaca. Luego de 20 minutos de incubacién en oscuridad se tomo la

densidad 6ptica a 630 nm en lector de microplaca.

b. Del consorcio de hongos
En un microtubo de 2 ml se agregd 1ml de SB con 100 pL de cultivo

fresco y se dejo incubando por 5 dias a temperaturas de 15°C y 24°C, se
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realizaron 4 réplicas por cada consorcio. Se procedi6 de igual forma que con
los consorcios de bacterias.

La produccion de unidades sideréforas se obtuvo mediante la férmula:

(Ar — As)x 100
Ar

SU(%) =

Donde:

- SU: Unidades sideroforas.

- Ar: absorbancia de la referencia (solucién CAS y caldo no inoculado)

- As: absorbancia de la muestra (solucion CAS y sobrenadante libre de células

de la muestra) (Machuca & Milagres, 2003).

e Evaluacion de solubilizacion de fosfatos
Se realiz6 la evaluacion de solubilizacién de fosfatos de calcio en
bacterias y hongos de acuerdo con la metodologia descrita por (Nauyital,
1999). Se utilizé el medio NBRIP cuya composicion es de (% p/v): 1% glucosa,
0.5% Ca3(P04)2, 0.5% MgCI2.6H20, 0.025% MgS04.7H20, 0.02 % KCl y
0.01 % (NH4)2S04 a pH 7.

a. Del consorcio de bacterias
Se prepararon inéculos de cada consorcio bacteriano con 0.1 de
densidad 6ptica a 620 nm de longitud de onda. Posteriormente se inocularon
2 Jl sobre discos de papel filtro estéril previamente colocados en placas Petri
con medio NBRIP, se realizo la siembra por duplicado con un tiempo de
incubacion de 72 horas a 15°C y 24°C (Montafiez et al., 2012).

b. Del consorcio de hongos
Se prepard una solucion de esporas para cada consorcio de hongos
utilizando. De los cuales se extrajeron 2 ul de cada uno y fueron inoculados
en discos de papel filtro de 5mm en placas Petri con medio NBRIP, cada una
con duplicado con tiempo de incubacion de 7 dias a 15°C y 24°C (Montafiez
et al., 2012).
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Para ambos casos, se determin6 la capacidad de solubilizacién de
fosfatos de calcio por el diametro del halo transparente formado alrededor y el

didmetro de la colonia del consorcio aplicando la siguiente formula:

IPS—A
B

Donde:
- A: Diametro de los halos
- B: Didmetro de la colonia (Montafiez et al., 2012)

3.3.3. Bioensayo para medir el efecto del consorcio microbiano sobre

Triticum aestivum bajo condiciones de estrés por metales pesados.

a. Efecto de lainoculacion del consorcio microbiano en la germinacion de
Triticum aestivum “Trigo”

e Se determinoé el porcentaje de germinacion a 24, 48 y 72 horas (Ulloa-Mufioz
et al., 2020) a 15°C y 24°C suplementado con Pb (2 mM), Cd (1 mM) y Al (2.5

mM); y un blanco para cada tratamiento, cada uno con tres repeticiones.

b. Efecto de la inoculacion del consorcio microbiano en el crecimiento in
vitro en Trigo

e Las semillas de trigo fueron esterilizadas con etanol 96° por un minuto, luego
posteriormente se hizo un lavado con hipoclorito de sodio (4%) durante 4
minutos, luego se lavaron 6 veces con agua destilada estéril por 3 minutos en
cada lavada (Ulloa-Mufioz et al., 2020). Las semillas fueron germinadas en
Agar agua por 48 horas a 24°C.

e Para evaluar los efectos de la inoculaciéon del consorcio microbiano sobre el
crecimiento de raices y brotes, las semillas germinadas de trigo se pasaron a
medio Murashigue y Sckooj a la mitad de sales (2.2 g/l), pH 55 vy
suplementado con Pb (2 mM), Cd (1 mM) y Al (2.5 mM), cada uno con tres
repeticiones (Yahaghi et al., 2019). Cada unidad experimental (repeticion)

tuvo 8 semillas germinadas y fueron cultivadas con fotoperiodo de 16 horas
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luz, a temperaturas de 15°C y 24°C respectivamente. Las plantas de trigo se
recolectaron 15 dias después de su crecimiento en las condiciones in vitro,
evaluandose el numero de raices, longitud de raices, tamafio de la parte aérea

y nimero de hojas.

3.3.4. Identificacion de la diversidad taxondmica de un consorcio
microbiano aislado de suelos contaminados con metales pesados de
la Punta Olimpica con mejores resultados.

Se extrajeron los ADN de los consorcios de microorganismos aislados con
Genomic DNA Purification Kit — Thermo Fisher Scientific, de acuerdo al protocolo
del fabricante. Posteriormente se realiz6 el analisis metagendmico a las
muestras de ADN al laboratorio de Micologia y Biotecnologia de la Universidad

Nacional Agraria La Molina.

3.4. POBLACION Y MUESTRA

3.4.1. POBLACION
La poblacién estuvo constituida por todos los microorganismos de los
suelos contaminados con metales pesados de la Punta Olimpica, ubicada en la

Provincia de Carhuaz en la Regién Ancash.

3.4.2. MUESTRA
La muestra de la investigacion fueron los consorcios aislados de los
suelos contaminados con metales pesados y cultivables de cuatro suelos

colectados de la Punta Olimpica.

3.5. INSTRUMENTOS VALIDADOS DE RECOLECCION DE DATOS

No aplica porque no se realizaron encuestas.
La informacion fue recopilada en cuadros de Excel utilizados como un

registro de datos y panel fotografico, con apoyo de la referencia bibliografica.
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3.6. PLAN DE PROCESAMIENTO Y ANALISIS ESTADISTICO DE LA
INFORMACION

e Para todas las pruebas (produccion de AlA, sider6foros, solubilizacion de

fosfatos, bioensayo in vitro con trigo para la evaluacion de germinacién y

crecimiento de la planta de trigo con diferentes tratamientos) se realizaron

con 3 repeticiones y se utilizé el Disefio Completamente al Azar (DCA).

e Se calcul6 el promedio y las desviaciones estandar.

e Se aplico la prueba ANOVA y Tukey con un nivel de confianza de 95% (p
<0.05).
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UNASAY

CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1. Consorcios microbianos aislados y caracterizados fisicoquimicamente

de los suelos colectados de la Punta Olimpica

Tabla 2

Coordenadas de los puntos de muestreo de la Punta Olimpica

Nombre Latitud Longitud Altitud

sur oeste (m s.n.m)
Suelo sin plantas de color marrén (M1)  -9.1313 -77.5108 4913
Suelo negro sin plantas (M2) -9.1309 -77.5109 4915
Suelo con rizosfera (con plantas) (M3) -9.1303 -77.5108 4898
Suelo con rizosfera (con plantas) (M4) -0.1284 -77.5121 4790
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Tabla 3

Resultados de los analisis de fertilidad

Parametro M1 M2 M3 M4
Textura (%) Arena 71 95 71 57
Limo 21 1 19 37
Arcilla 8 4 10 6
Clase textural Franco Arena Franco Franco
arenoso arenoso  arenoso

pH 3.83 4.81 3.95 3.57

M.O.(%) 1.612 0.716 1.81 2.236

Nt. (%) 0.081 0.035 0.091 0.112

P(ppm) 7 13 17 2

K(ppm) 79 84 70 72

C.E.(Ds/m.) 0.127 0.005 0.032 0.036

Tabla 4
Resultados de los andlisis de metales pesados
Parametro M1 M2 M3 M4 ECA para
(mg/kg PS) suelo

Al total 667.66 674.33 678.3 14750 -
As total 19.35 13.46 9.23 16.78 50
Cd total 7.42 44.96 <0.50 250 14
Cu total 64.29 24.98 14.96 2000 -
Cr total 2473 29.97 34.91 1750 -
Fe total 2556.87 2801.99 2558.6 125000 -
Ni total 934.72 109.84 458.85 5000 -
Pb total 1271.02 974.03 733.04 10250 70
Zn total 296.74 234.77 254.36 7000 -

© ®906

Nota. (-): No presenta valor dentro de la normativa para suelos agricolas
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Figura5
Comparacion de la cantidad de microorganismos de los consorcios sin

metal pesado y con metal pesado
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4.2. Produccién de &acido indolacético, sider6foros, y solubilizacién de

fosfatos en el consorcio microbiano aislado.

a. Produccion de AIA en consorcios de bacterias

Figura 6

Produccion de AlA por consorcio de bacterias en 24, 48y 72 horas a 15°C
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Figura7
Produccion de AIA por consorcio de bacterias en 24, 48 y 72 horas a 24°C
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En las figuras 5y 6, cada barra representa el promedio de la produccion
AlA en cada consorcio bacteriano sin metal y con metal pesado (HM) con un
nivel de significancia de 95%, diferenciadas por las letras mintsculas para 24
horas, letras mayusculas para 48y 72 horas. Para la temperatura a 15°C los
mejores consorcios en produccion de AlA para 24, 48 y 72 horas fueron las
muestras M3B-HM y M4B-HM. Para la prueba a 24°C a 24, 48 horas, la mejor
muestra en produccién de AlA fue la muestra M3B-HM y para 72 horas, M4B-
HM.
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b. Produccidn de AIA en consorcios de hongos

Figura 8
Produccion de AlA por consorcio de hongos en 6, 9, 12 y 15 dias a 15°C
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Figura 9
Produccion de AIA por consorcio de hongos en 6, 9, 12 y 15 dias a 24°C
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En las figuras 7 y 8, cada barra representa el promedio de la produccién
AlA en cada consorcio de hongos sin metal y con metal pesado (HM) con un
nivel de significancia de 95% diferenciadas por las letras minasculas para 24
horas, letras mayusculas para 48 y 72 horas. En la evaluacién de produccién

a 15°C, no todos los consorcios produjeron AlA, excepto M1H y M4H-HM que,

@ ®®®  Repositorio Institucional - UNASAM - Peru



tuvieron produccion a 9y 15 dias. Para 24°C el consorcio M4H-HM tuvo mayor
produccion a 6, 12 y 15 dias.

c. Produccién de Sider6foros en los consorcios microbianos
Figura 10

Produccién de unidades sideréforas en consorcio de bacterias a 15°C y
24°C
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Figura 11

Produccion de unidades sideréforas en consorcio de hongos a 15°C y 24°C
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En las figuras 9 y 10 cada barra representa el promedio de la

produccion sideréforos en cada consorcio de bacterias y de hongos sin metal
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d.

y con metal pesado (HM), respectivamente con un nivel de significancia de
95%.

Para los consorcios de bacterias solo 3 de ellos tuvieron produccion de
sideréforos a 15°C, donde el mejor consorcio fue M3B-HM, al igual que a
24°C. Por otro lado, la produccién de sideroforos en los consorcios de hongos
a 15°C fue minima en comparacion con los resultados a 24°C, donde todos
los consorcios de hongos produjeron sideréforos, siendo M2H el mejor

productor para dicha temperatura.
indice de Solubilizacién de Fosfatos en los consorcios microbianos
Figura 12

indice de Solubilizacion de Fosfato (IFS) en consorcio de bacterias a 15°C y
24°C
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Figura 13
indice de Solubilizacion de Fosfato (IFS) en consorcio de hongos a 15°C y
24°C
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En las figuras 11y 12 cada barra representa el promedio del indice de
Solubilizacién de Fosfatos en cada consorcio de bacterias y de hongos sin
metal y con metal pesado (HM), respectivamente con un nivel de significancia
de 95%.

El mejor resultado de IFS para los consorcios de bacterias a 15°C
fueron M2B, M1B-HM, M2B-HM y M3B-HM y a 24°C, fue M1B y M2B.

Para el consorcio de hongos, los mejores resultados de IFS se observaron en
los consorcios M2H, M1H-HM y M4H-HM para la temperatura de 15°C y a
24°C, fueron M2H y M2H-HM.
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4.3. Bioensayo para medir el efecto del consorcio microbiano sobre Triticum

aestivum bajo condiciones de estrés por metales pesados.

a. Efecto delainoculacion del consorcio microbiano en la germinacion de

Triticum aestivum “Trigo”

Figura 14
Germinacion del trigo en 24, 48 y 72 horas a 15°C y 24°C
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En la prueba de germinacién de trigo sin estrés por metales pesados,
se pudo observar que a 24 horas hubo un mayor porcentaje a 24°C que a
15°C, aun asi, no hubo diferencia significativa con un nivel de confianza del

95% segun la prueba Tukey.
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Figura 15
Germinacion del trigo con Cd en 24, 48y 72 horas a 15°C y 24°C
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En la prueba de germinacion de trigo con estrés por cadmio, se pudo
observar que los tratamientos de Trigo + Cd y Trigo + M2B + Cd tuvieron mejor
porcentaje a 24 °C que a 15°C para 24 horas. Por otra parte, a 24°C el mejor
tratamiento fue Trigo + M3B-HM + Cd, para 72 horas.

Figura 16
Germinacion del trigo con Pb en 24, 48 y 72 horas a 15°C y 24°C
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En la prueba de germinacién de trigo con estrés por plomo, se pudo
observar que a 24 horas hubo un mayor porcentaje a 24°C que a 15°C, no

encontrandose una significancia a 15°C y 24°C en los andlisis por separado.
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Figura 17
Germinacion del trigo con Al en 24, 48 y 72 horas a 15°C y 24°C
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En la prueba de germinacién de trigo con estrés por aluminio, se
observé que a 15°C el tratamiento Trigo + M2B + Al alcanz6 el 100% de
semillas germinadas a 72 horas. En cuanto a la incubacién a 24°C, no hubo

diferencia significativa.

b. Efecto de la inoculacién del consorcio microbiano en el crecimiento in

vitro en Trigo

Tabla b
Efecto del consorcio microbiano en el crecimiento del trigo a 15°C

Tratamientoa N°de Longitud Longitud de N°de
15°C Raices de Raices parte aérea  Hojas
TRIGO 6+£0.06b 12+0.72a 21 +0.2a 3 +0.03a
M2B 7+0.382a 4+0.11b 19 £ 0.24b 3 +0.25a
M3B-HM 6 + Ob 5+0.34b 17 +0.9c 3 +0.06a

Para la evaluacion del numero de raices sin estrés por metales

pesados, el tratamiento M2B tuvo mayor ponderado para 15°C.
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Tabla 6

Efecto del consorcio microbiano en el crecimiento del trigo a 24°C

Tratamiento a N°de Longitud de Longitud de N°de
24°C Raices Raices parte aérea Hojas
TRIGO 5+0.25a 16+0.05a 23+0.25a 3+0.09a
M2B 7+ 1.44a 5+ 0.09c 17 £ 2.33b 2+0.19b
M3B-HM 6+0.25a 8+0.53b 23 +0.51a 3 +0.06a

Los valores son medias de tres repeticiones analizadas a los 15 dias
de crecimiento, las letras representan las diferencias significativas con un nivel

de confianza del 95% segun la prueba Tukey.

Tabla 7
Efecto del consorcio microbiano en el crecimiento del trigo con Cd a 15°C

Tratamientoa  N°de Longitud Longitud de N°de

15°C Raices de Raices parte aérea  Hojas

TRIGO + Cd 5+0.28a 4 + 0.04a 11 +0.25a 2+0.03a

TRIGO+ M2B + 5+ 0.06a 2+0.03c 10 £ 0.38ab 2+0.19a
Cd

TRIGO+ M3B- 5+0.3la 2+0.24b 10+ 0.5b 2+0.13a
HM + Cd

Los valores son medias de tres repeticiones analizadas a los 15 dias
de crecimiento, las letras representan las diferencias significativas con un nivel

de confianza del 95% segun la prueba Tukey.
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Tabla 8
Efecto del consorcio microbiano en el crecimiento del trigo con Cd a 24°C

Tratamiento a N°de Longitud Longitud de N°de

24°C Raices de Raices parte aérea  Hojas

TRIGO + Cd 5+0.13ab 3+0.35a 9+ 0.31ab 2+ 0ab

TRIGO+ M2B 5+ 0.25b 2 +0.08b 8 +0.58b 2 +0.25a
+ Cd

TRIGO+ M3B- 5+0.13b 3+ 0.56a 9+0.17a 2 +0.06b
HM + Cd

Los valores son medias de tres repeticiones analizadas a los 15 dias
de crecimiento, las letras representan las diferencias significativas con un nivel

de confianza del 95% segun la prueba Tukey.

Tabla 9
Efecto del consorcio microbiano en el crecimiento del trigo con Pb a 15°C

Tratamientoa  N°de Longitud Longitud de N° de
15°C Raices de Raices parte aérea Hojas
TRIGO + Pb 6+0.22a 8z+0.12a 17 £ 0.3a 2+0.03b
TRIGO+M2B + 7+0.56a 4+0.49c 16 £ 1.91a 3+0.13a
Pb

TRIGO+ M3B- 6+0.13a 6+0.03b 16 £ 0.16a 2+0.19b
HM + Pb

Los valores son medias de tres repeticiones analizadas a los 15 dias
de crecimiento, las letras representan las diferencias significativas con un nivel

de confianza del 95% segun la prueba Tukey.
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Tabla 10
Efecto del consorcio microbiano en el crecimiento del trigo con Pb a 24°C

Tratamiento a N° de Longitud Longitud de N°de
24°C Raices de Raices parte aérea Hojas
TRIGO + Pb 6+0.09ab 8+1.24a 19+0.72a 3+0.03a

TRIGO+ M2B + 7 +0.94a 3+0.29b 13+3.26b 2 + 0.56a
Pb

TRIGO+ M3B- 5+0.13b 7+033a 19 +0.06a 3+ 0.06a
HM + Pb

Los valores son medias de tres repeticiones analizadas a los 15 dias
de crecimiento, las letras representan las diferencias significativas con un nivel

de confianza del 95% segun la prueba Tukey.

Tabla 11
Efecto del consorcio microbiano en el crecimiento del trigo con Al a 15°C

Tratamientoa  N°de Longitud Longitud de N°de
15°C Raices de Raices parte aérea  Hojas
TRIGO + Al 6+0.09a 8+0.55a 16 £ 0.1a 2 +0.09a

TRIGO+M2B + 4+0.25b 3 +0.35¢C 13 £ 0.58b 2+0.21a
Al

TRIGO+ M3B- 6 +0.31a 6 +0.21b 12 +1.69b 2+0.19a
HM + Al

Los valores son medias de tres repeticiones analizadas a los 15 dias
de crecimiento, las letras representan las diferencias significativas con un nivel

de confianza del 95% segun la prueba Tukey.
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Tabla 12

Efecto del consorcio microbiano en el crecimiento del trigo con Al a 24°C

Tratamientoa  N°de Longitud Longitud de N°de
24°C Raices de Raices parte aérea  Hojas
TRIGO + Al 6 +0b 8 +0.44a 18 + 2.58a 3+0.19a

TRIGO+M2B + 7+0.44a 6+0.68b 15 +0.88a 3+0.13a
Al

TRIGO+ M3B- 6 + 0.25b 8 +0.89a 17 +1.17a 3+0.19a
HM + Al

Los valores son medias de tres repeticiones analizadas a los 15 dias
de crecimiento, las letras representan las diferencias significativas con un nivel

de confianza del 95% segun la prueba Tukey.

Tabla 13

Efecto del consorcio microbiano en la biomasa fresca y materia seca 15°C

RAIZ PARTE AEREA
Tratamiento
o Biomasa Peso seco Biomasa Peso seco
a 15°C
fresca (g) (@) fresca (g) (9)
TRIGO 1.35+0.03a 0.12+0.0l1a 2.23+0.0la 0.2+0.0l1a
M2B 0.61 £ 0.06¢c 0.06 £0.01b 1.75+0.14b 0.17 £0.01b

M3B-HM 1.13 £ 0.09b 0.12 +0.01a 1.53+0.15a 0.15+0.01b

Los valores son medias de tres repeticiones analizadas a los 15 dias
de crecimiento, las letras representan las diferencias significativas con un nivel

de confianza del 95% segun la prueba Tukey.
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Tabla 14

Efecto del consorcio microbiano en la biomasa fresca y materia seca 24°C

RAIZ PARTE AEREA
Tratamiento
o Biomasa Peso seco Biomasa Peso seco
a 24°C
fresca (g) (9) fresca (g9) (9)
TRIGO 1.7 £ 0.05a 0.14 £ 0a 2.28+0.0la 0.22+0a
M2B 0.6 £ 0.05¢c 0.07 £ Oc 1.48+0.17b 0.17 £0.02b

M3B-HM 1.2 +£0.07b 0.11+0.01b 2.12+0.16a 0.2+0.01ab

Los valores son medias de tres repeticiones analizadas a los 15 dias
de crecimiento, las letras representan las diferencias significativas con un nivel

de confianza del 95% segun la prueba Tukey.

Tabla 15
Efecto del consorcio microbiano con Cd en la biomasa fresca y materia seca
15°C
RAIZ PARTE AEREA
Tratamiento a
15°C Biomasa Peso seco Biomasa Peso seco
fresca (g9) (9) fresca (g) (9)

TRIGO + Cd 0.56 = 0b 0.13+0b 0.62+0.04a 0.1*0a

TRIGO+ M2B  0.15+0.01c 0.04+*0c 0.55+0.05a 0.1+0.01la
+ Cd

TRIGO+ M3B- 0.71+0.02a 0.2+0.02a 0.6 +0.08a 0.09 +0.0l1a
HM + Cd

Los valores son medias de tres repeticiones analizadas a los 15 dias
de crecimiento, las letras representan las diferencias significativas con un nivel

de confianza del 95% segun la prueba Tukey.
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Tabla 16
Efecto del consorcio microbiano con Cd en la biomasa fresca y materia seca
24°C
RAIZ PARTE AEREA
Tratamiento a
24°C Biomasa Peso seco Biomasa Peso seco
fresca(g)  (9) fresca (9) 9)

TRIGO + Cd 0.49+0.02b 0.13+0.0l1b 0.48+0.05a 0.09 +0.01la

TRIGO+ M2B  0.18 £ 0c 0.05 +0c 0.47+0.02a 0.1 +0a
+ Cd

TRIGO+ M3B- 0.66 +0a 0.17 +0a 0.57 +0.06a 0.09 +0.01a
HM + Cd

Los valores son medias de tres repeticiones analizadas a los 15 dias
de crecimiento, las letras representan las diferencias significativas con un nivel

de confianza del 95% segun la prueba Tukey.

Tabla 17
Efecto del consorcio microbiano con Pb en la biomasa fresca y materia seca
15°C
RAIZ PARTE AEREA
Tratamiento a
15°C Biomasa Peso seco Biomasa Peso seco
fresca (g9) (9) fresca (g) (@)

TRIGO + Pb 1.04+0.05a 0.11+0.01b 1.4+0.06a 0.15+0Oa

TRIGO+M2B  0.5%0.1b 0.07+0.01c 1.07+0.15b 0.13 +0.01a
+Pb

TRIGO+ M3B- 1.19+0.05a 0.15*0a 1.31+£0.02a 0.15+0a
HM + Pb

Los valores son medias de tres repeticiones analizadas a los 15 dias
de crecimiento, las letras representan las diferencias significativas con un nivel

de confianza del 95% segun la prueba Tukey.
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Tabla 18
Efecto del consorcio microbiano con Pb en la biomasa fresca y materia seca
24°C
RAIZ PARTE AEREA
Tratamiento a
24°C Biomasa Peso seco Biomasa Peso seco
fresca (9) (9) fresca(g)  (9)

TRIGO + Pb 0.85+0.07b 0.11+0.0l1a 1.4+0.02a 0.17+0a

TRIGO+M2B  0.37+0.08c 0.06 £0.01b 0.73+0.14b 0.12 +£0.02b
+Pb

TRIGO+ M3B- 156 +0.07a 0.13+0.0la 1.61+0.07a 0.17 +£0.01a
HM + Pb

Los valores son medias de tres repeticiones analizadas a los 15 dias
de crecimiento, las letras representan las diferencias significativas con un nivel

de confianza del 95% segun la prueba Tukey.

Tabla 19
Efecto del consorcio microbiano con Al en la biomasa fresca y materia seca
15°C
RAIZ PARTE AEREA
Tratamiento
o Biomasa Peso seco Biomasa Peso seco
a 15°C
fresca(g)  (9) fresca(g)  (9)

TRIGO + Al 0.99+0.01a 0.11+0b 1.15+0.09a 0.13 +0a

TRIGO+ M2B 0.39£0.01b 0.06 +0c 0.86 £0.04a 0.1+0.0l1a
+ Al

TRIGO+ 1.15+0.16a 0.18+0.02a 0.9+0.26a 0.11 +0.02a
M3B-HM + Al

Los valores son medias de tres repeticiones analizadas a los 15 dias
de crecimiento, las letras representan las diferencias significativas con un nivel

de confianza del 95% segun la prueba Tukey.
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Tabla 20
Efecto del consorcio microbiano con Al en la biomasa fresca y materia seca
24°C
Tratamiento RAIZ PARTE AEREA
a24°C Biomasa Peso seco (g) Biomasa Peso seco
fresca (g) fresca (g) (@)
TRIGO + Al  1+£0.05ab  0.11 £ 0ab 1.13+0.2a 0.14 £0.02a

TRIGO+ M2B 0.7+0.14b 0.08 +0.01b 1.07£0.08a 0.14 +0.01a
+ Al

TRIGO+ 1.18 +0.19a 0.14 +£0.02a 128 +0.13a 0.14 +0a
M3B-HM + Al

Los valores son medias de tres repeticiones analizadas a los 15 dias
de crecimiento, las letras representan las diferencias significativas con un nivel

de confianza del 95% segun la prueba Tukey.
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4.4. Diversidad taxondmica de un consorcio microbiano aislado de suelos
contaminados con metales pesados de la Punta Olimpica con mejores

resultados.

Figura 18

Distribucion de las clasificaciones mas abundantes a nivel de filo
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Figura 19
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Figura 20

Distribucion de las clasificaciones mas abundantes a nivel de orden
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Figura 21

Distribucién de las clasificaciones méas abundantes a nivel de familia
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Figura 22

Distribucién de las clasificaciones mas abundantes a nivel de género
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CAPITULO V

DISCUSION DE RESULTADOS

5.1.Consorcios microbianos aislados y caracterizados fisicoquimicamente de

los suelos colectados de la Punta Olimpica

La contaminacion del suelo por metales pesados resulta ser una
amenaza hacia el ecosistema contaminado, debido a que los metales persisten
y no se degradan por su naturaleza (Knezevi¢a et al., 2021). Respecto al
analisis de fertilidad de las muestras de suelo se encontr6 que M1, M3 y M4
tiene clase textural franco arenoso el cual no favorece en la retencién de agua
debido al bajo porcentaje de porosidad en comparacion con un suelo franco
gue favorece los procesos bioldgicos, fisicos y quimicos (Hossne-Garcia et al.,
2009), mientras que M2 es de tipo arenoso, lo cual coincide con el color claro y
estructura laminar observada al momento de muestrear por lo que no puede
retener agua, ademas posee escasa reserva de nutrientes (Lopez , 2006)

Por otro lado, el pH tiene influencia en las propiedades fisicas, quimicas
y biologicas. Todos los suelos muestreados han presentado pH entre 3.57 y
4.81 (ver Tabla 3) lo que indica que son suelos acidos y esto podria deberse a
un alto contenido de aluminio y hierro presentes en las muestras las cuales
fueron tomadas de pendientes pronunciadas, por lo cual pudo haber existido
arrastre de sales y nutrientes por escorrentia (Cremona & Enriquez, 2020;
Lépez , 2006; Rivera et al., 2018).

ol
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El estrés abidtico por metales pesados es uno de los factores que inhibe
el crecimiento y rendimiento de los cultivos (Ahmad et al., 2014), es asi como
se adentra en el estudio de fitorremediacion debido a sus ventajas econémicas
y técnicas, usando microorganismos resistentes a los metales pesados para
apoyar en el crecimiento de las plantas frente a estrés metélico (Ahmad et al.,
2014; Xie et al., 2021). En el analisis de metales de los suelos de la Punta
Olimpica (ver Tabla 4) se observa que la muestra M4 presenta mayores
cantidades de Al, Cd, Cu, Cr, Fe, Ni, Pb y Zn; mientras que la muestra M1
presenta baja concentracion en Cd y Al y la muestra M2, en Pb. Sin embargo,
en el resultado de andlisis la cantidad de metales superaron los valores de los
3 parametros de ECA para suelo agricola, As, Cd y Pb en casi todas las
muestras, a excepcion de la Muestra 3 (M3) en la cual el valor hallado en los
parametros de As (9.23 mg/kgPS) y Cd (<0.50 mg/kgPS), fue menor a los
dispuestos en la norma (MINAM, 2017), por lo cual no estuvo sometido a estrés
por metales pesados en esos parametros.

La acidez de suelo dificulta la actividad de bacterias y hongos, ademas
el frio retrasa el crecimiento de los mismos (Lopez , 2006). Debido a que la
Punta Olimpica posee temperaturas muy bajas hasta de -4°C durante el
muestreo, los consorcios microbianos aislados se cultivaron a dos temperaturas
de incubacion para cada prueba, a 15°C y 24°C, similarmente Mishra et al.
(2011) realizo las pruebas de AlA, produccién de sideréforos y solubilizacion de
fosfatos de microorganismos que aislo de raices y suelo rizosférico de la region
noroccidental del Himalaya Indio que se encuentra a temperaturas entre -4°C
a 10°C a temperaturas de 4, 15y 28°C para evaluar la capacidad fisiologica de

condiciones de frio.

5.2.Produccion de &cido indolacético, sideroforos, y solubilizacion de
fosfatos en el consorcio microbiano aislado.

La produccién de AIA, es uno de los mecanismos directos mas
importantes de promocion de crecimiento vegetal, esta fitohormona al estar
presente en las plantas ayuda en los diferentes procesos de crecimiento de la
planta (Teale et al., 2006; Silva Galeano et al., 2021). La mayor produccion de
AlA a 15°C (ver Figura 5) y 24°C (ver Figura 6) fue del consorcio M3B-HM con
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229.18 pg/ml y 181.18 ug/ml, respectivamente, valores superiores a la
produccion de AlA de las cepas bacterianas tolerantes a cadmio aislados de la
rizésfera de maiz, incubadas a 28°C (Ahmad et al., 2014), y a su vez valores
mayores a la cepa BEP18 (53.42 pg/ml) aislada de Distichia muscoides de la
Punta Olimpica, incubada a 24 °C (Huaman, 2018).

Los valores maximos para la produccion de AlA en los consorcios de
hongos a 15°C (ver Figura 7) y 24°C (ver Figura 8) fueron de M4H-HM 6.18
pMg/mly 28.7 ug/ml respectivamente a 15 dias, en este caso se tuvo produccion
menor a lo encontrado en la produccién de Aspergillus niger (60.04 pg/ml)
(Silva Galeano et al., 2021), estos valores fueron cercanos a los obtenidos por
la cepa HRPO02 (5.68 ug/ml) aislada de Distichia muscoides de la Punta
Olimpica, incubada a 24 °C (Huaman, 2018). Los valores obtenidos de la
produccion de AlA, es decir producen hormonas vegetales lo que genera una
posibilidad de encontrar al mejor consorcio para la simbiosis entre
microorganismos y planta, ayudando en la elongacion de raiz o el aumento de
las raices laterales de esta ultima y que sirven de absorcién de méas nutrientes
y ayuda a que tenga mayor resistencia al estrés por metales pesados y podria
proteger a la planta de posibles fitopatdbgenos que pueden encontrarse en el
sustrato, en presencia del L-triptofano (Dodd et al., 2010; Matsukawa et al.,
2007; Ojuederie & Babalola, 2017; Vega-Celedon et al., 2016). En la presente
investigacion se ha encontrado que el consorcio M3B-HM produjo mayor

cantidad de raices secundarias en el trigo.

Segun diversos estudios se ha confirmado que existe una relacion
directamente proporcional entre el desarrollo y crecimiento de las raices con la
produccion de sideréforos (Knezevica et al., 2021; Yahaghi et al., 2019), asi
mismo la produccion de sider6foros de las cepas bacterianas podria ser una de
las razones para que la planta inoculada absorba mas metales pesados
(Yahaghi et al., 2019). Segun Machuca & Milagres (2003) los porcentajes de
unidades de sideroforo (SU) debajo de 10 se consideraron como una reacciéon
CAS negativa, en el caso de los consorcios de bacterias en esta investigacion
tuvieron los resultados fueron inferiores a 10%, excepto el consorcio M3B-HM

que tuvo un 10.06% a 24°C. Por otro lado, los consorcios de hongos no tuvieron
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porcentajes favorables a 15°C (ver Figura 9), pero en 24°C (ver Figura 10) se
obtuvo desde 16% (M3H) hasta 42% (M2H) en reactivo CAS, resultados
mayores a Aspergillus sp. (8%) (Machuca & Milagres, 2003), pero menores a
los resultados de Silva Galeano et al. (2021) que obtuvo cepas con SU entre
23% y 88%, las cuales al ser inoculadas en una planta ayudaran en la
fotosintesis y desarrollo de esta al suministrarle Fe en forma soluble del medio
0 sustrato en el gue se encuentre, con este mecanismo ayudara a la planta en
la supresion de fitopatdgenos sin que esta sea afectada, ademas colabora en
el desarrollo y crecimiento de la planta hospedera otorgandole mayor tolerancia
frente al estrés por metales pesados (Aguado-Santacruz et al., 2012; Ojuederie
& Babalola, 2017; Rajkumar et al., 2012).

Uno de los nutrientes que definen el crecimiento adecuado de las plantas
es el fésforo, en el suelo se encuentra presente formando precipitados con el
calcio, aluminio y hierro, lo que hace que sea menos disponible para la
absorcion por las plantas (Silva Galeano et al., 2021), por ello el estudio de los
microorganismos aislados del suelo que pueden ser capaces de solubilizar
compuestos no solubles de fésforo a compuestos solubles (Machuca &
Milagres, 2003). La solubilizacion de fosfatos a 15°C y 24°C de los consorcios
fue positiva en todos los consorcios bacterianos (ver Figura 11), donde se
obtuvo que el indice de solubilizacion de fosfato entre 2 y 4; lo cual es
considerado como alto nivel de actividad solubilizadora segun Pang et al.
(2022) quienes indican que valores mayores o igual a 2 es considerado como
alto nivel, indice comprendido entre 1.5y 2 es un nivel medio y menor a 1.5 se
considera un bajo nivel. Los valores encontrados para los consorcios son
similares los encontrados en las cepas de bacterias productoras de sideroforos

de la Punta Olimpica que mostraron IFS mayores a 2 (Huaman (2018).

Para el caso de los hongos las IFS (ver Figura 12) estuvieron entre 1y
1.5 para los consorcios M3H, M4H y M3H-HM a 24°C, por lo que se encuentra
en un nivel bajo, para los consorcios M1H, M2H, M1H-HM, M2H-HM y M4H-HM
se observo que se encuentran entre los rangos de 1.5 a 2, considerando un nivel

medio de actividad solubilizadora de fosfatos. Para 15°C, el consorcio M2H tuvo
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un IFS menor a 1, mientras que M1H-HM y M4H-HM obtuvieron valores entre
1.5y 2, por lo que hubo actividad baja y media respectivamente como también
se obtuvo segun la investigacion de Huaman (2018) con indices iguales o
menores a 1.5 en algunos hongos aislados de la Punta Olimpica. Los consorcios
de bacterias tuvieron mayor IFS en comparacién con el consorcio de los hongos
como lo asegura (Beltran-Pineda, 2014), por lo que al ser utilizado como
inoculante de planta ayudard a obtener ortofosfatos necesarios para su
crecimiento, es decir las raices de las plantas tendrdn mayor disponibilidad de
absorber el fosforo en su estado organico y soluble transformado por el
microorganismo con capacidad de promocion de crecimiento vegetal (Beltran-
Pineda, 2014; Ojuederie & Babalola, 2017).

5.3.Bioensayo para medir el efecto del consorcio microbiano sobre Triticum
aestivum bajo condiciones de estrés por metales pesados.

El uso de microorganismos que se ha comprobado que tienen
propiedades promotoras de crecimiento vegetal, han sido considerados como
un gran avance a lo largo de los afios ya que ayudan en el crecimiento de las
plantas, ademas que reducen el manejo de fertilizantes y pesticidas que son
nocivos a la salud humana y ambienta, la aplicacién de estos microorganismos
promueve el aumento de germinacion de semillas, el desarrollo de raices y
parte aérea (Montafiez et al., 2012). El porcentaje de germinacion usando los
consorcios M2B y M3B-HM indicé que no hay nivel de significancia entre el
indculo con metal y el blanco; lo cual puede suceder con cereales como el maiz
al ser inoculado con cepas bacterianas tales como Rhanella, Rhizobium,

Pseudomona y Enterobacter (Montafiez et al., 2012).

En la longitud de raices y parte aérea del trigo a 15°C y 24°C (ver Tabla
5-12), se observé que no hubo diferencia significativa entre la adicién de los
consorcios M2B y M3B-HM con respecto a trigo + Cd, trigo + Pb y trigo + Al y

el trigo sin enriguecimiento metalico.

En las plantas de trigo inoculadas con el consorcio M3B-HM y con los

metales Cd, Pb y Al (ver Tabla 12-20) tuvieron un incremento en la biomasa
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fresca con respecto al blanco de cada tratamiento. Se pudo observar que la
parte aérea y raiz del trigo cultivado con el tratamiento M3B-HM + Pb
incrementaron significativamente el peso de biomasa fresca como también de

la materia seca, comparado con el blanco a 15°C y 24°C.

Por otro lado, los tratamientos que contenian Cd, también tuvieron una
diferencia significativa en la biomasa fresca de la raiz, siendo el mejor
tratamiento M3B-HM + Cd, del mismo modo ocurrié con los tratamientos con
Al, donde se encontr6 diferencias significativas de la inoculacion de M3B-HM +
Al con el blanco a ambas temperaturas para la biomasa fresca y peso seco de
las raices a ambas temperaturas. Por lo tanto, mejores evidencias de
fitorremediacién asistida se observaron para el Pb, mientras que para el Cd y
Al fue menor, donde el consorcio bacteriano M3B-HM ayudd a incrementar la
biomasa fresca y seco de las plantas, en comparacién con el blanco de cada
tratamiento no inoculado; resultado similar al de Bécquer et al. (2007) quienes
utilizaron Sinorhizobium medicae inoculado en trigo. Ademas, en las
caracteristicas de las raices, se encontro que aquellas plantas que fueron
inoculadas con el consorcio M2B y M3B-HM con Cd, Pb y Al, tuvieron
disminucién en el tamafio de raices, pero con mayor cantidad de pelos
radiculares y raices laterales esto puedes aumentando el peso de raiz esto
puede asociarse a la produccion de auxinas del consorcio bacteriano (Dodd et
al., 2010); estas caracteristicas ayudan a que la planta extraiga y absorba mas

nutrientes (Bécquer et al., 2007; Mishra et al., 2011).

En este sentido, la fitorremediacion asistida por el consorcio M3B-HM
podria ser una buena estrategia para desarrollar un método eficiente, eficaz y
econémico de fitorremediacion de metales pesados; debido a que la
introduccién de estos consorcios microbianos aislados de suelos contaminados
al ser parte de la misma microbiota del suelo no perturbarian el ambiente a

remediar (Kang et al., 2016).

@ @®®©®  Repositorio Institucional - UNASAM - Peru



5.4.Diversidad taxondémica de un consorcio microbiano aislado de suelos
contaminados con metales pesados de la Punta Olimpica con mejores
resultados.

Segun los resultados de la composicion microbiana de los consorcios
evaluados se encontré6 Dictyglomota, Deinococcota, Verrucomicrobiota,
Actinobacteria, Desulfobacterota, Fusobacteriota, Bacteroidota, Firmicutes y
Proteobacteria como los filos mas representativos, a nivel de orden fueron las
Pseudomonadales, Enterobacteria, Lactobacillales, Acetatobacterales,
Paenibacillales. En el caso del consorcio M3B-HM los géneros mas
representativos fueron Pseudomonas, Yersiniaceae, Carnobacterium, Serratia,

Yersinia, Asaia.

Las cepas Rhanella, Rhizobium, Pseudomona y Enterobacter han sido
consideradas como bacterias promotoras de crecimiento vegetal, donde varias
cepas producen AlA, asi mismo por ejemplo Pseudomona fluorescens produjo
sideroforos y tuvo efecto positivo sobre el crecimiento de trigo y maiz (Montafiez
et al., 2012; Pang et al., 2022). Algunas especies del género Pseudomona,
como P. psycrophila o psycotolerantes pueden tener actividades promotoras de
crecimiento vegetal hasta a -4°C y ayudar a crecer a las plantas de trigo a -8°C
en condiciones de invernadero, mejora la biomasa de raiz y parte aérea
comparado con la planta no inoculada (Mishra et al., 2011). Por otro lado, cepas
del género Serratia y Bacillus poseen capacidad de tolerancia al Pb y
resistencia al Cd, ademas se ha encontrado que Serratia y Rhanella ayudan en
el crecimiento y en el aumento de peso seco del trigo, es asi que son
consideradas como potenciales promotores del crecimiento vegetal (Mufioz-
Silva et al., 2019; Ulloa-Mufioz et al., 2020).
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1. CONCLUSIONES
e Se colectaron 4 muestras de suelo de la Punta Olimpica, los cuales
presentaron un pH acido, con textura franco arenosa en las muestras M1,
M3y M4, y arenosa en M2, ademas se aislaron 16 consorcios microbianos,
4 de bacterias, 4 de hongos, 4 de bacterias enriquecidas con metal pesado

y 4 de hongos enriquecidas con metal pesado.

e La mayor produccion de AlA en los consorcios de bacteria fue registrada por
M3B-HM, seguido de M3B (229.18 ug/ml y 133.13 pg/ml, respectivamente)
a 15°C; mientras que a 24°C fueron los consorcios M3B-HM y M4B-HM
(181.18 pg/ml y 177.3118 pg/ml, respectivamente). Para el caso de los
consorcios de hongos, M4H-HM present6 la mayor produccion (28.7 ug/ml)
a 24°C.

A 24°C, la mayor produccion de sideréforos lo presentd el consorcio
microbiano M3B-HM (10%), mientras que los consorcios de hongos M3H y
M2H, presentaron producciones del 16% y 42%, respectivamente.

Los mejores resultados de indice de Solubilizacion de Fosfato para los
consorcios de bacterias, a 15°C, fueron: M2B (2.7), M1B-HM (3), M2B-HM
(3) y M3B-HM (3.1) y a 24°C, fueron M1B (3.3) y M2B (3.3), lo cual, al ser
todos mayores de 2, significa que tienen un alto nivel de IFS. Para el

consorcio de hongos, los mejores resultados de IFS se observaron en los
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consorcios M2H (0.8), M1H-HM (1.4) y M4H-HM (1.5) a temperatura de
15°C, mientras que a 24°C fueron M2H (1.9) y M2H-HM (1.9).

e En el bioensayo in vitro con Triticum aestivum “trigo”, las plantas inoculadas
con el consorcio M3B-HM enriquecido con Cd, Pb y Al mostraron mayor
influencia en el peso de biomasa fresca y seca que en condiciones de trigo
+ Cd, trigo + Pb y trigo + Al, a 15°C y 24°C.

e EIl consorcio M4B fue el que presentdé mayor diversidad microbiana, M3B
tuvo una diversidad promedio y M1B poca diversidad. Entre los consorcios
M2B-HM, M3B-HM y M4B-HM hubo similar diversidad microbiana. En el
consorcio M3B-HM se encontraron Pseudomona, Yersinia y Serratia como

los géneros mas representativos.

6.2.RECOMENDACIONES
e Evaluar el crecimiento de los consorcios microbianos a diferentes

temperaturas con metales pesados.

e Realizar una tolerancia a los metales pesados de todos los consorcios

microbianos.

e Realizar las pruebas de promocion de crecimiento vegetal con adicion de

metales pesados.

¢ Realizar bioensayos con inoculacion de todos los consorcios aislados.

e Utilizar otra planta forrajera con antecedentes de fitorremediacién para

aplicar los diferentes tratamientos con metales pesados.

e Promover el uso de consorcios microbianos como una alternativa de
fitorremediacién asistida que promueva el crecimiento vegetal y la tolerancia
a metales pesados, con la finalidad de disminuir la concentracion de estos

metales en suelos contaminados.
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ANEXO 1. Mapa de ubicacion de muestras de suelos
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ANEXO 2. Puntos de muestreo de suelo de la Punta Olimpica
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ANEXO 3. Resultados de los andlisis de fertilidad de las muestras de suelo
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HUARAZ - REGION ANCASH
RESULTADOS DEL ANALISIS DE FERTILIDAD

SOLICITANTE : Cochachin Soria Becky Milagritos - Tesista
MUESTRA : 01 — Punta Olimpica

UBICACION  :Quebrada Ulta - Carhuaz - Ancash

Muestra Textura (%) Clase I ool 8 P X CE
N° Arena | Limo | Arcilla Textural z ; ppm | ppm | dS/m.
147 71 21 08 Franco | 33 | 1612 0081 | 07 | 79 | 0127
arenoso
RECOMENDACIONES Y

OBSERVACIONES ESPECIALES:
La muestra es de textura franco arenoso, se

caracteriza por tener una reaccion extremadamente
acido, pobre en materia orgénica y % de nitrégeno
total, medianamente rico en fésforo y pobre en
potasio, no tiene problemas de salinidad.

Huaraz, 28 de febrero del 2023.
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RSIDAD NACIONAL

Santiago Antunez de Mayoio”

“Una Nueva Universidad para el Desarrollo”
FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
CIUDAD UNIVERSITARIA - SHANCAYAN

Telefax. 043-426588 - 106

RESULTADOS DEL ANALISIS DE FERTILIDAD

SOLICITANTE : Cochachin Soria Becky Milagritos - Tesista
MUESTRA : 02 — Punta Olimpica

UBICACION  : Quebrada Ulta - Carhuaz - Ancash

Muestra Textura (%) Clase 5 i 55
pH | M.0% | Nt.%

N Arena | Limo | Arcilla | Textural ppm | ppm | ds/m.

147-a 95 01 04 arena 481 | 0716 | 0035 | 13 84 | 0.005

RECOMENDACIONES Y
OBSERVACIONES ESPECIALES:

La muestra es de textura arena, se caracteriza por
tener una reaccion fuertemente acido, pobre en
materia orgdnica y % de nitrogeno total, rico en
fosforo y pobre en potasio, no tiene problemas de
salinidad.

Huaraz, 28 de febrero del 2023.
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UNIVERSIDAD NACIONAL
“Santiago Antunez de Mayolo”
va Universidad para el Desarrollo”
i LTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
CIUDAD UNIVERSITARIA - SHANCAYAN
Teletax. 043-426588 - 106

HUARAZ -~ REGION ANCASH

RESULTADOS DEL ANALISIS DE FERTILIDAD

SOLICITANTE : Cochachin Soria Becky Milagritos - Tesista
MUESTRA : 03 — Punta Olimpica

UBICACION  : Quebrada Ulta - Carhuaz - Ancash

Muestra Textura (%) Clase g g P K CE
N° Arena | Limo | Arcilla Textural ; ' ppm | ppm | dS/m.
148 71 19 10 af:]zz‘; 395 | 1.810 | 0.091 | 17 | 70 | 0.032
RECOMENDACIONES Y

OBSERVACIONES ESPECIALES:
La muestra es de textura franco arenoso, se
caracteriza por tener una reaccion extremadamente
4cido, pobre en materia organica y % de nitrégeno
total, rico en fosforo y pobre en potasio, no tiene
problemas de salinidad.

Huaraz, 28 de febrero del 2023.
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UNIVERSIDAD NACIONAL
“Santiago Antunez de Mayolo”
“Una Nueva Universidad para el Desarrolio”
FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
CIUDAD UNIVERSITARIA - SHANCAYAN
Telefax. 043-426588 - 106
HUARAZ ~ REGION ANCASH

RESULTADOS DEL ANALISIS DE FERTILIDAD

SOLICITANTE : Cochachin Soria Becky Milagritos - Tesista
MUESTRA : 04 — Punta Olimpica

UBICACION  : Quebrada Ulta - Carhuaz - Ancash

Muestra Textura (%) Clase P K CE
PH | M.O% | Nt.%
N° Arena | Limo | Arcilla Textural ppm | ppm | dS/m.
148-a 57 37 06 Franco | 357 | 2236 |oa12| o2 | 72 | o036
arenoso

RECOMENDACIONES Y
OBSERVACIONES ESPECIALES:

La muestra es de textura franco arenoso, se
caracteriza por tener una reaccion extremadamente
acido, medianamente rica en materia orgdnica y % de
nitrégeno total, pobre en fésforo y en potasio, no
tiene problemas de salinidad.

Huaraz, 28 de febrero del 2023.
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ANEXO 4. Resultados de los analisis de metales pesados de las muestras de

suelo

Tane ! Erwsa=

%
ABORATORIO e

INFORME DE ENSAYO CS220029

CLIENTE Razén Social :"CARACTERIZACION DE LAS PROPIEDADES DE PROMOCION DE
CRECIMIENTO VEGETAL DE UN CONSORCIO MICROBIANO
AISLADO DE SUELOS CONTAMINADOS CON METALES PESADOS
DE LA PUNTA OLIMPICA - CARHUAZ - 2021, COMO PONTENCIAL
EN FITORREMEDIACION ASISTICLA®

Direccién : Huaraz
Atencién + Becky Cochachin Soria
MUESTRA Producto declarado  : Muestra de Suelo'
Matriz : Suelos
Procedencia + Punta Olimpica - Carhuaz'
Ref.Condicién + Cadena de Custodia CC210019
MUESTREO Responsable : Muestra proporcionada por el cliente
Referencia: : No indica

LABORATORIO Fecha de recepcion  : 01/Diciembrel/2022
Fecha de andlisis : 01 de Diciembre - 15 de Diciembre/2022

Cotizacion N° :£0220520
MUESTRA
=l L
co. PARAMETRO b METODO LIWITE 0E "Fesv e o0 0022
08:00
e | cs220070
Fas ANALTSIS FISICOQUIMICO EN SUELOS
FQS1! len laboratorio) § NOM21 -AS - 15522 | 4.22
MS _METALES EN SUELOS
Aluminio total mg/Kg Al [ Cromoazurol 5 4.00 667.66
Arsénico total Kq As Plata - DDTC .00 19.35
Cd Derivé de cadion .50 742
ma/Kg Cuf  Cuprizona [ 4.00 64.29
mg/Kg Cr | Difenilcarbazida 0.100 2473.000
ma/Kq Fe Triazina 1.00 2556.87
Ni Dimetilglioxina 4.00 934.72
Pb PAR 0.100 1271.020
CI-PAN 10. 296.74
Datos proporcionados por el cliente
Huaraz, 15 de Diciembre de 2022
*Fin del Informe de Ensayo®
t 11\1104}\.
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AHORATORIO &

ENSAYO CS220030

INFORME DE
CLIENTE Razén Social :"CARACTERIZACION DE LAS PROPIEDADES DE PROMOCION DE
CRECIMIENTO VEGETAL DE UN CONSORCIO MICROBIANO
AISLADO DE SUELOS CONTAMINADOS CON METALES PESADOS
DE LA PUNTA OLIMPICA - CARHUAZ - 2021, COMO PONTENCIAL
EN FITORREMEDIACION ASISTICLA®
Direccion : Huaraz
Atencién : Becky Cochachin Soria
MUESTRA Producto declarado  : Muestra de Suelo’
Matriz : Suelos
Procedencia : Punta Olimpica - Carhuaz'
Ref./Condicién : Cadena de Custodia CC210019
MUESTREO Responsable : Muestra proporcionada por el cliente
Referencia: : No indica
LABORATORIO Fecha de recepcién  : 01/Diciembrel/2022
Fecha de andlisis + 01 de Diciembre - 15 de Diciembre/2022
Cotizacién N° :€0220520
MUESTRA
w1 w2
cop. PARAMETRO U:I:D‘;ADE METODO DLEI:TCEQDOEN reme 29/12/2022
09:00
| oo || cs220071
FQS ISIS FIS| ELOS
FQS10 en laboratorio) Unid. NOM21-AS-02 | ... 4.98
[ MS _ METALES EN SUEL S
MS01_[Aluminio total mg/Kg Al Cromoazurol S 4.00 674.33
MS03 _|Arsénico total ma/ Kg As Plata - DDTC 2.00 13.46
| MS08 [Cadmio total mg/Kq Cd Derivé de cadion .50 44.96
MS11_|Cobre total ma/Kg Cu Cuprizona 4.00 24.98
MS12_|Cromo total ma/Kg Cr Difenilcarbazida 0.100 29.970
| MS16_[Hierro total ma/Kg Fe Triazina 1.00 2807.99
MS22_[Niquel total mg/Kq Ni Dimetilglioxina 4.00 109.84
MS24 _|Plomo total ma/Kq Pb PAR 0.100 974.030
MS32 |Zinc total ma/Ka Zn CI-PAN 10.00 234.77
" Datos proporcionados por el cliente
Huaraz, 15 de Diciembre de 2022
“Fin del Informe de Ensayo*
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ABORATORIO 0%

INFORME DE ENSAYO CS220031

CLIENTE Razén Social : "CARACTERIZACION DE LAS PROPIEDADES DE PROMOCION DE
CRECIMIENTO VEGETAL DE UN CONSORCIO MICROBIANO
AISLADO DE SUELOS CONTAMINADOS CON METALES PESADOS
DE LA PUNTA OLIMPICA - CARHUAZ - 2021, COMO PONTENCIAL
EN FITORREMEDIACION ASISTICLA®
Direccién : Huaraz
Atencién + Becky Cochachin Soria
MUESTRA Producto declarado  : Muestra de Suelo'
Matriz : Suelos
Procedencia : Punta Olimpica - Carhuaz'
Ref/Condicién : Cadena de Custodia CC210019
MUESTREO Responsable : Muestra proporcionada por el cliente
Referencia: : No indica
LABORATORIO Fecha de recepcion  : 01/Diciembrel/2022
Fechade anlisis  : 01 de Diciembre - 15 de Diclembre/2022
Cotizacién N° :C0220520
—_—
MUESTRA
il ICE
UNIDAD DE LIMITE DE [
coo. PARAMETRO NEDIDA METODO DETECCION |_pemaree' || 29/12/2022
| 10:00
S S |l 05220072
FQS ISIS F [ EN SUEL!
FQS10 en laboratorio] nid. pH NOM21-AS-02 | .. | 4.42
MS ETALES EN SUELOS
MS01_[Aluminio total ma/Kg Al Cromoazurol § 4.00 678.30
| MS03 [Arsénico total KgAs|  Plata-DDTC 2.00 9.23
MS08_|Cadmio total /Kq Cd Derivé de cadion 0.50 <0.50
MS11_|Cobre total ma/Kg Cu Cuprizona 4.00 14.96
MS12_|Cromo total /Kg Cr | _Difenilcarbazida 0.100 34910
MS16_[Hierro total Fe Triazina 1.00 2558.60
MS22 |Niquel total ma/Kg Ni Dimetilglioxina 4.00 458.85
MS24_|Plomo total /Kq Pb PAR 0.100 733.040
MS32_|Zinc total Zn CI-PAN 10.00 254.36
" Datos proporcionados por el cliente
Huaraz, 15 de Diciembre de 2022
“Fin del Informe de Ensayo*
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ABORATORIO OF

INFORME DE ENSAYO CS220032

CLIENTE Razén Social : "CARACTERIZACION DE LAS PROPIEDADES DE PROMOCION DE
CRECIMIENTO VEGETAL DE UN CONSORCIO MICROBIANO
AISLADO DE SUELOS CONTAMINADOS CON METALES PESADOS
DE LA PUNTA OLIMPICA - CARHUAZ - 2021, COMO PONTENCIAL
EN FITORREMEDIACION ASISTICLA®

Direccién : Huaraz
Atencién : Becky Cochachin Soria
MUESTRA Producto declarado  : Muestra de Suelo'
Matriz : Suelos
Procedencia : Punta Olimpica - Carhuaz'
Ref./Condicién : Cadena de Custodia CC210019
MUESTREO Responsable : Muestra proporcionada por el cliente
Referencla: : No indica

LABORATORIO  Fecha de recepcién  : 01/Diciembrel/2022
Fecha de anlisis : 01 de Diciembre - 15 de Diciembre/2022

Cotizacién N° :C0220520
MUESTRA
BT
UNIDAD DE LIMITE DE [Femes
coo. PARAMETRO MEDIDA METODO DETECCION [|_mmeo' [|29/1212022
[Horamuesteofl  11:00
Coroow || C5220073
FQS ANALISIS FISICOQUIMICO EN SUELOS
FQS10 [pH (en laboratorio) nid.pH | NOM21-AS-02 | ... | 3.89
| _MS METALES EN SUELOS
MS01_[Aluminio total ma/Kg Al Cromoazurol § 4.00 14750.00
MS03_[Arsénico total ‘mg/ Kg As Plata - DDTC 2.00 16.78
MS08 |Cadmio total ma/Kg Cd |  Derivé de cadion 0.50 250.00
MS11_|Cobre total ma/kg Cu Cuprizona 4.00 2000.00
MS12 |Cromo total mg/Kq Cr Difenilcarbazida 0.100 1750.000
MS16_[Hierro total ma/Kg Fe Triazina 1.00 125000.00
| MS22 [Niquel total ma/Kg Ni Dimetilglioxina 4.00 5000.00
MS24_|Plomo total ma/Kg Pb PAR 0.100 10250.000
MS32 |Zinc total ma/Kg Zn CI-PAN 10.00 7000.00
" Datos proporcionados por el clente
Huaraz, 15 de Diciembre de 2022
“Fin del Informe de Ensayo®
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ANEXO 5. Panel fotografico

Figura 23

Aislamiento de los consorcios microbianos

Nota. (a): M1B (b): M2B, (c): M3B, (d): M4B, (e): M1H (f): M2H, (g): M3H y (h):
M4H.
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Figura 24
Prueba de solubilizacion de fosfatos a los consorcios microbianos a 24°C

Nota. (a): M1H y M2H, (b): M3H y M4H, (c): M1H-HM y M2H-HM, (d): M3H-HM y
M4H-HM, (e): M1B y M2B, (f): M3B y M4B, (g): M1B-HM y M2B-HM y (h): M3B-
HM y M4B-HM.
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Figura 25
Bioensayo in vitro con trigo inoculado

(@)

Nota. (a): Trigo inoculado con M2B, Cd, Pb, Al y los tratamientos M2B+ Cd, M2B+
Pb y M2B+ Al, (b): Trigo inoculado con M3B-HM, Cd, Pb, Al y los tratamientos M3B-
HM+ Cd, M3B-HM + Pb y M3B-HM + Al
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Figura 26
Comparacion de las raices de trigo a 15°C y 24°C

Nota. (a): Trigo a 24°C, (b): Trigo + M3B-HM a 15°C, (c): Trigo + M3B-HM a 24°C
y (d): Trigo + M3B-HM + Al a 15°C
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Figura 27
Evidencia de pruebas en laboratorio

Nota. (a): Aislamiento de consorcios del suelo, (b): Traslado de semillas de trigo a las
magentas, (c): Peso fresco de raices y parte aérea del trigo
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ANEXO 6. Analisis de varianza (ANOVA) de las diferentes pruebas, mediante la
prueba estadistica Tukey

Tabla 21
ANOVA de la produccién de AlA por consorcios bacterianos a 24h en
24°C

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp

BACTERIAS 7 56638.3  8091.18 8746.3 O

Error 16 14.8 0.93

Total 23 56653.1
Tabla 22
ANOVA de la produccién de AlA por consorcios bacterianos a 24h en
15°C

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valorp

BACTERIAS 7 6719.24  959.892 3686.63 O

Error 16 4.17 0.26

Total 23 672341
Tabla 23
ANOVA de la produccion de AlA por consorcios bacterianos a 48h en
24°C

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

BACTERIAS 7  76767.2  10966.7 15164.54 O

Error 16 11.6 0.7

Total 23 76778.8
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Tabla 24
ANOVA de la produccién de AIA por consorcios bacterianos a 48h en
15°C

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

BACTERIAS 7 121487 17355.2 5590.12 O

Error 16 50 3.1

Total 23 121536
Tabla 25
ANOVA de la produccién de AlA por consorcios bacterianos a 72h en
24°C

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

BACTERIAS 7 473655 6766.5 3116.46 O

Error 16 34.7 2.17

Total 23 47400.2
Tabla 26
ANOVA de la produccién de AlA por consorcios bacterianos a 72h en
15°C

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp

BACTERIAS 7  28909.2 4129.89 1007.36 O

Error 16 65.6 4.1

Total 23 28974.8
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Tabla 27
ANOVA de la produccién de AlA por consorcios de hongos a 6 dias en
24°C

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp

HONGOS 7  1925.66  275.095 1025.2 O

Error 16 4.29 0.268
Total 23 1929.96
Tabla 28

ANOVA de la produccion de AlA por consorcios de hongos a 6 dias en
15°C

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp

HONGOS 7  965.487  137.927 48752 0

Error 16 4.527 0.283
Total 23 970.013
Tabla 29

ANOVA de la produccion de AlA por consorcios de hongos a 9 dias en
24°C

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp

HONGOS 7  3699.84  528.549 41199 O

Error 16 20.53 1.283

Total 23 3720.37
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Tabla 30
ANOVA de la produccién de AlA por consorcios de hongos a 9 dias en
15°C

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. ValorF  Valorp

HONGOS 7 7018.4 1002.63 4221594 0

Error 16 0.38 0.02

Total 23 7018.78
Tabla 31
ANOVA de la produccién de AlA por consorcios de hongos a 12 dias en
24°C

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

HONGOS 7  28602.5 4086.08 13639.2 0

Error 16 4.8 0.3

Total 23 28607.3
Tabla 32
ANOVA de la produccién de AlA por consorcios de hongos a 12 dias en
15°C

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp

HONGOS 7 6138.21  876.887 69228 O

Error 16 2.03 0.127

Total 23 6140.24
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Tabla 33
ANOVA de la produccién de AlA por consorcios de hongos a 15 dias en
24°C

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. ValorF  Valorp

HONGOS 7 145310 20758.5 52664.27 O

Error 16 6 0.4

Total 23 145316
Tabla 34
ANOVA de la produccién de AlA por consorcios de hongos a 15 dias en
15°C

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. ValorF  Valorp

HONGOS 7  32339.2  4619.88 49278.71 O

Error 16 1.5 0.09
Total 23 32340.7
Tabla 35

ANOVA de la produccién de unidades sideroforas por consorcios

bacterianos a 24°C

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valorp

BACTERIAS 7 1500.28  214.325 147.74 O

Error 16 23.21 1.451

Total 23 1523.49
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Tabla 36

ANOVA de la produccion de unidades sideroforas por consorcios

bacterianos a 15°C

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp
BACTERIAS 7 206.235 29.4622 881.2 0
Error 16 0.535 0.0334
Total 23 206.77
Tabla 37
ANOVA de la produccion de unidades sideroforas por consorcios de
hongos a 24°C
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
HONGOS 7 12509.5 178.07 76293 O
Error 16 37.5 2.34
Total 23 12546.9
Tabla 38

ANOVA de la producciéon de unidades sideroforas por consorcios de

hongos a 15°C

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp
HONGOS 7  0.000035 0.000005 629.95 O
Error 16 O 0

Total 23 0.000035
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Tabla 39
ANOVA de IFS por consorcios de bacterias a 24°C

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valorp

BACTERIAS 7  4.6967 0.67096 2085 O

Error 16 0.5149 0.03218
Total 23 5.2116
Tabla 40

ANOVA de IFS por consorcios de bacterias a 15°C

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valorp

BACTERIAS 7  4.7989 0.68556 1986 O

Error 16 0.5524 0.03453
Total 23 5.3514
Tabla 41

ANOVA de IFS por consorcios de hongos a 24°C

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

HONGOS 7  1.6469 0.23527 16.4 0

Error 16 0.2296 0.01435

Total 23 1.8765
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Tabla 42
ANOVA de IFS por consorcios de hongos a 15°C

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp

HONGOS 7 9.908 1.41548 19.95 0
Error 16 1.135 0.07097
Total 23 11.044

Tabla 43

ANOVA de biomasa fresca de trigo, M2B y M3B-HM a 24°C

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp

BLANCO 2 1.81401 0.907006 293.37 0
Error 6 0.01855 0.003092
Total 8 1.83256

Tabla 44

ANOVA de materia seca de trigo, M2B y M3B-HM a 24°C

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp

BLANCO 2 0.008233 0.004117 266.94 0
Error 6 0.000093 0.000015
Total 8 0.008326
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Tabla 45
ANOVA de biomasa fresca de trigo+Cd, M2B+Cd y M3B-HM+Cd a 24°C

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp

CADMIO 2 0.359324 0.179662 1678.85 0
Error 6 0.000642 0.000107
Total 8 0.359966

Tabla 46

ANOVA de materia seca de trigo+Cd, M2B+Cd y M3B-HM+Cd a 24°C

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

CADMIO 2 0.025528 0.012764 451.25 0
Error 6 0.00017 0.000028
Total 8 0.025698

Tabla 47

ANOVA de biomasa fresca de trigo+Pb, M2B+Pb y M3B-HM+Pb a 24°C

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

PLOMO 2 2.16535 1.08267 201.87 0
Error 6 0.03218 0.00536
Total 8 2.19752
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Tabla 48
ANOVA de materia seca de trigo+Pb, M2B+Pb y M3B-HM+Pb a 24°C

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

PLOMO 2 0.006629 0.003315 45.17 0
Error 6 0.00044 0.000073
Total 8 0.00707

Tabla 49

ANOVA de biomasa fresca de trigo+Al, M2B+Al y M3B-HM+Al a 24°C

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valorp

ALUMINIO 2 0.3468 0.17338 9.06 0.015

Error 6 0.1148 0.01913
Total 8 0.4616
Tabla 50

ANOVA de materia seca de trigo+Al, M2B+Al y M3B-HM+Al a 24°C

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valorp

ALUMINIO 2 0.004159 0.00208 14.11  0.005

Error 6 0.000884 0.000147

Total 8 0.005044
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Tabla 51
ANOVA de biomasa fresca de trigo, M2B y M3B-HM a 15°C

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp

BLANCO 2 0.87805 0.439026 110.88 0
Error 6 0.02376 0.00396
Total 8 0.90181

Tabla 52

ANOVA de materia seca de trigo, M2B y M3B-HM a 15°C

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

BLANCO 2 0.007086 0.003543 70.9 0
Error 6 0.0003 0.00005
Total 8 0.007386

Tabla 53

ANOVA de biomasa fresca de trigo+Cd, M2B+Cd y M3B-HM+Cd a 15°C

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp

CADMIO 2 0.489646 0.244823 1753.94 0
Error 6 0.000838 0.00014
Total 8 0.490483
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Tabla 54
ANOVA de materia seca de trigo+Cd, M2B+Cd y M3B-HM+Cd a 15°C

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

CADMIO 2 0.041451 0.020726 193.41 0
Error 6 0.000643 0.000107
Total 8 0.042094

Tabla 55

ANOVA de biomasa fresca de trigo+Pb, M2B+Pb y M3B-HM+Pb a 15°C

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

PLOMO 2 0.80341 0.401703 75.15 0
Error 6 0.03207 0.005346
Total 8 0.83548

Tabla 56

ANOVA de materia seca de trigo+Pb, M2B+Pb y M3B-HM+Pb a 15°C

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

PLOMO 2  0.00919 0.004595  96.23 0
Error 6 0.000286 0.000048
Total 8 0.009476
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Tabla 57
ANOVA de biomasa fresca de trigo+Al, M2B+Al y M3B-HM+Al a 15°C

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp

ALUMINIO 2 0.96659 0.483297 55.57 0
Error 6 0.05218 0.008697
Total 8 1.01877

Tabla 58

ANOVA de materia seca de trigo+Al, M2B+Al y M3B-HM+Al a 15°C

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valorp

ALUMINIO 2 0.02315 0.011575 85.01 0
Error 6 0.000817 0.000136
Total 8 0.023967
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