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RESUMEN

El plomo (Pb) persiste en el suelo durante 1000 - 3000 afios y es absorbido por
especies vegetales comestibles, por lo que constituye un problema en la seguridad
alimentaria. El objetivo de la investigacion fue determinar el potencial de las malezas
para la fitorremediacion de suelo del botadero de residuos sélidos municipales de
Reque, Lambayeque, contaminado de forma artificial con Pb. En el suelo del
botadero se determinaron las caracteristicas fisicas, quimicas y microbioldgicas, se
identificaron las malezas tolerantes a 800 ppm Pb, se identificaron las caracteristicas
gue evidencian in vitro promocion de crecimiento vegetal en las bacterias rizosféricas
constituyentes de los consorcios de las malezas tolerantes al Pb, se determiné la
influencia de los consorcios de las bacterias rizosféricas en el crecimiento de tres
malezas tolerantes al Pb y en la fitotoxicidad del suelo fitorremediado, se
determinaron los parametros de la fitorremediacion de Pb en el suelo con menor
fitotoxicidad y se identifico el género de las bacterias del consorcio bacteriano. El
suelo del botadero present6 Cr, Pb, Cd, microorganismos totales y tolerantes al Pb.
Las malezas Echinochloa colonum, Cyperus corymbosus y Sorghum halepense
demostraron tolerancia al Pb. Las bacterias rizosféricas de las malezas tolerantes
solubilizaron fosfato tricalcico y produjeron acido indol acético. Los consorcios de
bacterias rizosféricas incrementaron (4,14-14,32 %) la biomasa fresca de las
malezas tolerantes al Pb. El suelo donde se alcanzé el menor nivel de fitotoxicidad
(bajo) fue el correspondiente a E. colonum + consorcio bacteriano 1. Con este
tratamiento el factor de bioacumulacién en el follaje fue de 0,1650 y en las raices fue
de 1,0250, el factor de translocacion de 0,1611 y se alcanz6 78,83 % de remocién de
Pb. Se demostro la mayor eficiencia en la remediacion del suelo contaminado con Pb

por E. colonum con el consorcio bacteriano.

Palabras clave: plomo, consorcios de bacterias, tolerancia al plomo, Echinochloa

colonum, fitorremediacion



ABSTRACT

Lead (Pb) persists for 1,000-3,000 years and is absorbed by edible plant species,
which is why it constitutes a problem in food safety. The objective of the research was
to determine the potential of weeds for soil phytoremediation of the municipal solid
waste dump in Reque, Lambayeque, artificially contaminated with Pb. In the soil of
the dump, the physical, chemical and microbiological characteristics were
determined, the weeds tolerant to 800 ppm Pb were identified, the characteristics that
show in vitro the promotion of plant growth in the rhizospheric bacteria constituting
the consortia of weeds tolerant Pb were identified, The influence of rhizospheric
bacteria consortia on the growth of three Pb-tolerant weeds and on the phytotoxicity
of the phytoremediated soil was determined, the parameters of the phytoremediation
of Pb in the soil with less phytotoxicity were determined and the genus of the bacteria
of the bacterial consortium was identified. The dump soil presented Cr, Pb, Cd, total
microorganisms and Pb tolerant. The weeds Echinochloa colonum, Cyperus
corymbosus and Sorghum halepense showed tolerance to Pb. Rhizospheric
bacteria from tolerant weeds solubilized tricalcium phosphate and produced indole
acetic acid. The consortia of rhizospheric bacteria increased (4.14- 14.32 %) the fresh
biomass of Pb-tolerant weeds. The soil where the lowest level of phytotoxicity (low)
was reached was the one corresponding to E. colonum + bacterial consortium 1. With
this treatment, the bioaccumulation factor in the foliage was 0.1650 and in the roots it
was 1.0250, the translocation factor was 0.1611 and 78.83

% Pb removal was achieved. The greater efficiency in the remediation of soil
contaminated with Pb by E. colonum with the bacterial consortium stands out.

Keywords: lead, consortia of bacteria, lead tolerance, Echinochloa colonum,

phytoremediation
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.  INTRODUCCION

En promedio, méas del 90 % de los contaminantes ambientales como los
metales pesados son retenidos en las particulas de suelo. La contaminacion por plomo
(Pb) es significativa porque este metal pesado presenta un prolongado tiempo de
residencia (Ruiz, 2013), persiste durante 1000 - 3000 afios (Paiva, 2015) y es
absorbido por especies vegetales comestibles como Beta vulgaris “acelga” y
Medicago sativa “alfalfa”, condicidbn que constituye un problema potencial en la

seguridad alimentaria para humanos y animales (Coyago y Bonilla, 2016).

La exposicién ambiental al Pb (1300 a 32260 mg kg en el suelo) afecta la
salud publica a escala mundial (Covarrubias y Pefia, 2017; Coyago y Bonilla, 2016;
Ruiz, 2013; Pérez, 2008) y es causa de 143 000 muertes al afio (Azcona et al., 2015).
En el Peru se han reportado suelos contaminados con Pb en Puno: 18 mg kg (Argota
et al., 2014), Cerro de Pasco y Junin: 71 a 702 mg kg* (Chavez, 2014) y Trujillo: 3178
mg kg? (Lizarbe et al., 2016) e inclusive se ha cuantificado Pb en la sangre de
trabajadores de imprentas, mecanica automotriz y expendedores de gasolina (26 a 46
mg/dL), lo que evidencia un peligro inminente de toxicidad por Pb o saturnismo (Acaro
et al., 2014).

La fitorremediacién es una tecnologia en la que se utilizan las plantas y los
microorganismos asociados a la rizosfera para la remocion, transferencia,
estabilizacion, degradacion y neutralizacion de los compuestos nocivos para el suelo
y cuerpos de agua (Ruiz, 2013). Diversas investigaciones sobre fitorremediacién (Lu
etal., 2021; Contreras et al., 2016) han demostrado la disminucién del Pb en los suelos
contaminados; sin embargo, en algunos casos las concentraciones remanentes
superan los limites maximos permisibles establecidos por las normas legales para
considerar un suelo biorremediado (Ruiz, 2013). Las malezas son de crecimiento
rapido y pueden utilizarse para la fitorremediacion de suelos contaminados con Pb
(Contreras et al., 2016); no obstante, previo a su utilizacién se requiere investigar su
capacidad para la disminucién del contaminante, asi como también, deben ser
caracterizados los microorganismos rizosféricos de estas malezas, con la perspectiva

de superar las limitaciones que afectan el proceso.
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Por lo expuesto, se ejecutd la siguiente investigacion cuyo problema fue:
¢, Cudl es el potencial de las malezas en la fitorremediacion de suelo del botadero de
residuos solidos municipales de Reque, Lambayeque contaminado con plomo? La
hipdtesis fue: Las malezas tienen potencial para la fitorremediacion de plomo y
disminuyen mas de 50 % de la concentracion del metal en el suelo del botadero de

residuos soélidos municipales de Reque contaminado.

El objetivo general fue: Determinar el potencial de las malezas para la
fitorremediacion de suelo del botadero de residuos sélidos municipales de Reque,
Lambayeque, contaminado con plomo. Los objetivos especificos fueron: Identificar las
caracteristicas fisicas, quimicas y microbiologicas del suelo del botadero de residuos
sélidos municipales de Reque, Lambayeque; seleccionar las malezas tolerantes al
plomo; identificar las caracteristicas que evidencian in vitro promocion decrecimiento
vegetal en las bacterias rizosféricas constituyentes de los consorcios de las malezas
tolerantes al Pb; comparar la influencia de los consorcios de bacterias rizosféricas en
el crecimiento de las malezas vy fitotoxicidad del suelo fitorremediado, comparar los
parametros de la fitorremediacién de Pb con y sin consorcios bacterianosen el suelo
con menor fitotoxicidad e identificar el género de las bacterias del consorcio con la

mayor influencia en la fitorremediacion.
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ll.  MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes de lainvestigacion

Lu et al. (2021) investigaron el potencial de Artemisia capillaris, Taraxacum
mongolicum, Medicago sativa y Plantago asiatica para la biorremediacion de suelos
contaminados con Pb (2, 3y 5 % v/v). El suelo se distribuyd en macetas (2,5 kg). Las
semillas pre-germinadas se sembraron en las macetas y transcurridos 90 dias se
cuantificé el contenido de Pb en las raices, follaje y suelo. Se determiné que la
acumulacion de Pb en las plantas (raices y follaje) aumenté conforme la concentracion
de Pb en el suelo. El rango en el factor de bioacumulacion (BAC) fue de 0,061-1,430
en las raices y 0,025-0,248 en el follaje de las plantas investigadas. Los mayores
valores en el BAC correspondieron a P. asiatica en las raices y T. Mongolicum en el
follaje. La tasa de remocion de Pb fue de 26,25 % con A. capillaris y 13,01 % con T.
mongolicum. Se concluyé que A. capillaris presenté el mayor potencial para la

remocion del Pb en los ambientes contaminados.

Almasi et al. (2021) investigaron el potencial fitorremediador de Echinochloa crus
galli e Hibiscus cannabinus en la biorremediacion de lodos residuales de dos
municipalidades. El ensayo se realizd bajo un disefio de bloques aleatorios. El lodo
previamente deshidratado se mezcl6 con el suelo de las parcelas donde se sembraron
las plantas investigadas. En el periodo de 1-75 dias (E. crus galli) y 1-120 dias (H.
cannabinus) se cuantifico el Pb y Cd. El lodo residual de Kermanshah presenté Pb
(5,21-5,49 mg kg?) y Cd (0,0064-0,08 mg kg?) y el lodo residual de Sarpol presenté
3,78-4,00 mg kgt y 1,70-1,98 mg kg respectivamente. A los 75 dias la eficiencia de
E. cruz galli fue de 62,2 % para la remocion de Pb y 100 % para el Cd. A los 120 dias
la eficiencia de H. cannabinus fue de 58 % para la remocién de Pby 90 % para el Cd.
Se concluyé que E. crus galli y H.cannabinus pueden ser utilizados para la remocion

de metales pesados de lodos residuales.
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Contreras et al. (2016) investigaron el potencial de Ambrosia ambrosioides, para
la remediacion de suelo contaminado con Pb. Plantas (25 - 30 cm) se trasplantaron
en vasos con 450 cm?de perlita mineral lavada, se regaron con solucién nutritiva de
Hoagland modificada y se dejaron aclimatar durante 15 dias. Después, fueron
expuestas a tres soluciones de Pb (NOs)2con 0,25 (T1); 0,5 (T2) y 1,5 g Pb L (T3).
Transcurridos 20 dias de exposicion, las plantas se cosecharon y se cuantificé el Pb
por espectrofotometria de absorcion atémica. El Pb absorbido en la raiz en T3 fue de
4 638 mg kg, tratamiento que super6 a T2 con 416 mg kgt y T1 con 263 mg kg™. Se
demostré que A. ambrosioides es una planta hiperacumuladora de Pb que puede ser

utilizada para la fitorremediacién de suelo contaminado.

Argota et al. (2014) determinaron los coeficientes de fitorremediacion en
Alopecurus magellanicus bracteatus y Muhlenbergia angustata en suelos
contaminados con Pb y Cd. Los metales se analizaron mediante espectrometria por
plasma acoplada y el potencial de fitorremediacion se determiné mediante los
coeficientes de absorcion biolégica (BAC), factor de translocacion (BT) y factor de
remediacion (RC). En conjunto se observaron diferencias en las raices, hojas, BT y
RC entre el Pb y Cd de ambas especies de plantas. No se observaron diferencias en
el BAC ni en el contenido de metales en raices y hojas de ambas especies vegetales.
El potencial de fitorremediacion fue bajo y se concluyd que las plantas investigadas

no se pueden utilizar para la remediacion de suelos contaminados con Pb o con Cd.

Ortega (2009) investigo6 la capacidad fitorremediadora de Pb por Nicotiana glauca
en un suelo contaminado con Pb, Cd y As por una empresa fundidora de metales
pesados. El suelo contaminado (60 %) se mezcl6 con arena de rio (40 %) y se depositd
en bolsas de polietileno de baja densidad de 10 kg de capacidad. Se trasplantaron
plantulas con cinco a seis hojas y se determinaron las concentraciones de los metales
en el suelo (0 y 120 dias) y tejido vegetal (30, 60, 90 y 120 dias después del
trasplante). El contenido inicial de Pb en el suelo fue de 12000 mg kgy el final de
9832 mg kg, con una disminucién de 21,8 % del contaminante Pb. Para el Cd la
disminucién fue de 89,2 % y para el As 83,6 %. En los tejidos vegetales se cuantificd
el Pb: 281 mg kgt en las raices, 41 mg kg en los tallos y 34 mg kg en las hojas. La

concentracion de los metales disminuy6 en el suelo por efecto de la fitorremediacion;
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no obstante, a excepcion del Cd, no se alcanzaron los niveles establecidos por las

normas legales para considerar el suelo rehabilitado.
2.2 Base teorica

El término metal pesado se refiere a metales y metaloides tdxicos con una
densidad atémica mayor de 6 g cm3. Los metales pesados agrupan los elementos
esenciales cobalto (Co), cobre (Cu), cromo (Cr), manganeso (Mn) y zinc (Zn) y los
elementos no esenciales plomo (Pb), mercurio (Hg) y cadmio (Cd). Los metales
pesados no son biodegradables y se acumulan en el ambiente o en el tejido de los
seres vivos (bioacumulacion). Asimismo, su concentracion se incrementa, conforme
pasan a través de la cadena tréfica, en el proceso de biomagnificacion (Pinto et al.,
2015).

El Pb es un metal pesado natural de la corteza terrestre ubicado en el periodo 6 y
grupo IV A de la tabla periédica, con el nimero atémico 82; peso atébmico de 207,2;
punto de ebullicion de 1725 °C, punto de fusiéon 327,4 °C y densidad de 11,4 g mL™.
Es un metal de color gris, no elastico, con muy buena maleabilidad, resistente a la
corrosion, ductil, baja conductividad y bajo punto de fusién (Rodriguez et al., 2016),
con estados de oxidacion 4 y 2. El Pb al igual que la mayoria de metales se encuentra
en forma aislada o combinado en forma de minerales (galena, cerusita, anglesita,

cromatos y arseniatos (Molina et al., 2010).

Los ambientes se pueden contaminar con formas organicas e inorganicas de Pb.
El suelo es impactado con Pb por los residuos de pinturas y barnices, gasolina,
baterias de vehiculos, proyectiles, soldaduras y revestimiento de cables (Rodriguez et
al., 2016). El agua se contamina por las aguas residuales industriales que llevan los
efluentes con Pb y las cafierias también pueden liberar Pb. En el aire el Pb se
encuentra como haluros, oOxidos, sulfuros, sulfatos y carbonatos de Pb, con
predominancia de los sulfatos (Salas et al., 2019). En el suelo también se encuentran
estas formas que interaccionan con la materia organica y coloides inorganicos; no
obstante, cuando el pH disminuye, se reduce la interaccion y el Pb se moviliza

(Rodriguez et al., 2016). En suelos cultivados ubicados cerca de fabricas industriales
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se ha cuantificado hasta 360 mg Pb Kg'y en campos no cultivados 8-20 mg Pb
kg™'(Salas et al., 2019).

Las formas mas estables de Pb son el Pb?* y los complejos hidroxilados de Pb. El
Pb?* es la forma mas comun y reactiva que forma 6xidos e hidréxidos. En el agua y
suelo se encuentra Pb idnico (Pb?*), 6xidos e hidroxidos de Pb y complejos
oxianiénicos de Pb metélico. En el suelo el Pb se encuentra como plomo i6nico
(ejemplo Pb Il en la forma de PbSOa), 6xidos e hidréxidos y complejos oxianidnicos
de Pb. La fraccion biodisponible de Pb en el suelo es la acido — soluble y es investigada
mediante tres grupos de extractantes a) soluciones diluidas de &cidos fuertes (HCI,
HNO3), &cido acético y cloruro de calcio acidificado, b) solucién de agentes quelantes,
mezclas de acidos organicos de bajo peso molecular y solucién de sales neutrales

(MgCl2) y soluciones neutrales de sales y agua bidestilada (Rigoletto et al., 2020).
2.2.1 Efecto del plomo en los seres vivos

El Pb carece de funciones en los seres vivos y cuando se encuentra en los
organismos la contaminacion procede de fuentes externas como la ocupacional,
ambiental y doméstica. La primera fuente se refiere a los centros de metalurgia,
trabajos de fundicién y refinado, mineria de extraccion, labores de plomeria y
soldadura, produccion de cerdmicas, pinturas, municiones, caucho, vidrios, plasticos
y baterias. En la exposicion ambiental el Pb se encuentra en el mar, rios, suelo y
atmésfera y en la exposicion doméstica las fuentes de contaminacion son la pintura
(paredes, juguetes), utensilios de ceramica, agua, alimentos e incluso leche materna.
Se ha cuantificado Pb (0,13 — 446 ppm) en el agua de riego contaminada con residuos
industriales o restos de fertilizantes, en los vegetales de consumo en fresco, fresas,
papas, yuca, jugo de cafia de azucar y jugos industriales de naranja, guayaba, toronja,
pifia y tomate (Salas et al., 2019). El Pb ingresa al organismo por vias respiratoria,

digestiva y dérmica (Rodriguez et al., 2016).

El Pb se une a las proteinas (grupos sulfhidrilo), compite con otros metales por el
sitio de union y altera la estructura y funcion de las moléculas proteicas. El Pb es
guimicamente similar al calcio y activa la proteina C quinasa (dependiente del Ca),

gue esté vinculada con el crecimiento y diferenciacion celular. Niveles bajos de Pb en
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la sangre reducen la vitamina D, ocasionan deficiencia en el metabolismo de
medicamentos por el higado, interfieren con la sintesis del grupo hem y un nivel de 50
ug/dL en la sangre (NPS) produce anemia. La intoxicacibn aguda por Pb causa
anorexia, irritabilidad, alteracion del suefio, dolor abdominal, vomito. En intoxicaciones
cronicas se observan las “lineas” de Pb en las encias, las “lineas de detencion del
crecimiento” en el esqueleto y el caracteristico punteado basdfilo en los eritrocitos.
Cuando el NPS es igual o0 mas de 100 ug dL* se produce encefalopatia con vomito,
ataxia, coma y convulsiones. La intoxicacion con bajos niveles de Pb (NPS 10 - 20 ug

dL?) se asocia a disminucion del coeficiente intelectual (Matte, 2003).

El Pb afecta el sistema nervioso central ademas de los elementos sanguineos,
rifones, aparato reproductor, sistema cardiovascular y la mayor parte se inmoviliza en
los huesos y dientes. La neurotoxicidad es mayor en el feto en desarrollo y en los nifios
en crecimiento. El Pb causa efecto toxico cuando se encuentra en la sangre delos
nifios (5 ug dL?) y de los adultos (10 ug dL1). Una vez que ingresa al organismo el Pb
es transportado por la hemoglobina de los globulos rojos, se distribuye en los rifiones,
higado, cerebro y en promedio el 70-95 % se deposita en los huesos donde

permanece por 25 afios o mas (Salas et al., 2019).

El Pb altera la estructura de los cloroplastos e induce dafio en la membrana
celular, inhibicién de la fotosintesis y actividad enzimatica, deficiencia en la nutricion
mineral, desbalance hidrico e inhibicion de la elongacién radicular. EI Pb induce
sintomas visibles como clorosis, necrosis, disminucién del crecimiento de raices y
follaje y cambia los patrones de ramificacion de las raices (Nakbanpote et al., 2016).
El Pb no es esencial para las plantas y no presenta alguna funcion biolégica, pero es
transportado a los tejidos vegetales. Una vez dentro, el Pb incrementa la produccién
de formas reactivas de oxigeno (ROS) que afectan las membranas celulares lipidicas
y reducen la actividad fotosintética. Como consecuencia, el crecimiento se reduce y la
biomasa vegetal disminuye en forma significativa. La retencion de Pb en las raices es
consecuencia de la adhesion del metal a los sitios de intercambio de iones o de la
precipitacion extracelular (carbonato de Pb), en ambos casos en la pared celular
(Rigoletto et al., 2020).



17

Las plantas muestran sensibilidad o resistencia a los metales pesados. Las
plantas sensibles son afectadas en forma drastica y pueden morir. Las plantas
resistentes presentan mecanismos como la evasion y la tolerancia, que les permiten
sobrevivir con alta concentracidon de metales pesados. En la evasion las células
radiculares limitan y restringen la absorcion y el movimiento de los metales pesados
en los tejidos vegetales mediante los mecanismos de absorcion radicular,precipitacion
de los metales y exclusion. La absorcién radicular involucra la inmovilizacion del metal.
Los exudados de las raices actuan como ligandos de los metales pesados para formar
complejos metabdlicos en la rizosfera tal que se disminuye la biodisponibilidad y
letalidad del metal pesado. Las barreras de exclusion entre las raices y el follaje
minimizan la accesibilidad de los metales presentes en el suelo hacia las raices
(Sabreena et al., 2022; Gupta et al., 2013).

La tolerancia de las plantas se observa cuando el metal pesado ingresa en el
citosol celular y se genera la inactivacion, la quelacion y la compartimentalizacién. En
la quelacion la concentracion del metal pesado es reducida por ligandos organicos e
inorganicos en el citoplasma. Después de la quelacién los complejos metal-ligandos
son transferidos del citosol hacia compartimentos inactivos como las vacuolas, donde
son almacenados sin ocasionar toxicidad. Cuando los mecanismos no son adecuados
para disminuir la toxicidad en las plantas se forman las especies reactivas de oxigeno
(ROS) en el citoplasma, que causan estrés oxidativo. En este contexto, las plantas
activan los mecanismos de defensa antioxidantes enzimaticos y no enziméaticos para

superar el efecto negativo de ROS (Sabreena et al., 2022).

En ambientes contaminados por metales, la primera estrategia de las plantas es
evitar la entrada a las células por exclusién o adhesién del contaminante en la pared
celular. El segundo mecanismo es evitar el dafio oxidativo provocado por ROS
mediante antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos en los diferentes
compartimentos sub-celulares. Una vez adsorbido el Pb en la superficie de las raices
puede ingresar de manera pasiva y luego translocarse junto con el agua. La mayoria
del Pb absorbido por las raices es retenido a nivel superficial para prevenir el
transporte a los tejidos vasculares mediante el xilema y la creciente translocacion

hacia el follaje. La compartimentalizacion del metal es un mecanismo importante de
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detoxificacion. El Pb se localiza principalmente en las paredes celulares, espacios
intercelulares y vacuolas. Las fitoquelatinas son los péptidos responsables de la
adhesién de metales toxicos en las plantas y desempefian un importante rol en la

detoxificacion (Gupta et al., 2013).
2.2.2 Fitorremediacion

La fitorremediacion es una técnica que remueve los metales pesados del
ambiente. Se fundamenta en la capacidad de las plantas para extraer los metales
pesados del suelo y agua y bioacumularlos en la raiz, hojas, tallos, flores o frutos sin
algun efecto negativo en la estructura, fertilidad y actividad biolégica del suelo. La
fitorremediacion también se define como el uso de plantas y microorganismos
asociados para reducir los contaminantes del agua, suelo y aire. La fitorremediacién
no contamina el ambiente y puede ser usada para extraer o inmovilizar metales,
metaloides y radionucleétidos, asi como también xenobidticos organicos (Rigoletto et
al., 2020; Sabreena et al., 2022).

Las técnicas de fitorremediacion son la fitoestabilizacion, fitoextraccion,
fitovolatilizacién y rizofiltracion. La fitoestabilizacion es la disminucién de la movilidad
de los metales pesados por las plantas mediante la fijacion de estos contaminantes en
el suelo rizosférico o en las raices. Los metales son inmovilizados por absorcion ala
superficie de las raices, formacion de complejos con los &cidos organicos de las
raices, precipitacion en formas ligeramente solubles (complejos metélicos,
carbonatos, sulfuros) y acumulacion en el tejido radicular (adsorcion, complejacién y
coprecipitacién). Algunos metales como el Cr son reducidos (cromo hexavalente a
cromo trivalente menos téxico). De esta manera, se reduce el movimiento del
contaminante, se evita la contaminacion del agua subterranea y se previene la
biomagnificacion. La fitoestabilizacibn permite que las plantas exclusoras se
encuentren en los ambientes contaminados y mantengan bajas concentraciones de
los metales pesados en el follaje. Estos contaminantes se restringen al suelo

rizosférico o a las raices (Sabreena et al., 2022; Rigoletto et al., 2020).

La fitoextraccion es el proceso mediante el cual los metales pesados son

removidos por las plantas. El metal contaminante del suelo pasa a la parte cosechable
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de las raices o la biomasa aérea. Estas plantas generalmente son hiperacumuladoras,
crecen de forma muy rapida y producen abundante biomasa. Los metales son
absorbidos por las raices y son transportados al follaje de las plantas. Las plantas
hiperacumuladoras presentan una elevada concentracion de metales en sus tejidos.
Las plantas son calificadas como hiperacumuladoras cuando acumulan en las raices
mas de 100 mg Cd kg biomasa seca o0 mas de 1000 mg kg biomasa seca de Ni, Cu
o Pb 0 mas de 10 000 mg kg biomasa seca de Zn o Mn. Especies de las familias
Brassicaceae, Euphorbiaceae, Asteraceae, Fabaceae, Lamiaceae y Scrophulariaceae

son reconocidas como buenas acumuladoras de metales (Sabreena et al., 2022).

Las vacuolas son el principal lugar donde los metales en su mayoria en forma
de 6xidos son acumulados, pero también se encuentran en la pared celular y vesiculas
mucilaginosas. La quelacibn de los metales o ligandos organicos (acidos,
aminodacidos, polipéptidos, péptidos) es responsable de la proteccién de los sitios
activos en el citosol de las células. En ausencia de la quelacién en las plantas
expuestas a metales pesados se forman especies reactivas de oxigeno y radicales
libres que oxidan los aminoacidos, proteinas y alteran la fluidez de la membrana
celular (Pinto et al., 2015).

En la fitovolatilizacion, los metales absorbidos por las plantas son
transformados y translocados al follaje como formas menos toxicas y voléatiles que son
liberados a la atmésfera (transpiracion). En este proceso un grupo de metales pesados
y metaloides (As, Hg, Se) son asimilados a compuestos organicos con cierta
volatilidad. La desventaja es que se pueden liberar productos toxicos a la atmdsfera.
La rizofiltracion es un mecanismo de algunas plantas acuaticas y plantas terrestres
capaces de absorber grandes cantidades de agua a partir del suelo. De esta manera,
se favorece la precipitacion de metales pesados como el Cd, Cr, Cu, Pb, Niy Zn en la
superficie de las raices o la absorcién por las raices de los contaminantes solubles de

una solucion alrededor de la rizosfera (Sabreena et al., 2022).
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Las técnicas de fitorremediacion pueden ser clasificadas con base al
mecanismo que involucra la remocién del contaminante. En la fitoextraccion el metal
es llevado desde el suelo hacia los tejidos vegetales. En la fitoestabilizacién las raices
de las plantas reducen la biodisponibilidad del contaminante en el suelo. En la
fitodegradacion, las plantas son capaces de degradar contaminantes organicos. En la
fitovolatilizacion el contaminante es absorbido, translocado y luego transformado a
compuestos volatiles y en la rizofiltracion las raices de las plantas adsorben yabsorben
los contaminantes desde el agua contaminada (Rigoletto et al., 2020).

El factor de bioacumulacion (BAC) o bioaccumulation factor (BCF) determina
el nivel de acumulacién de metales y se calcula al dividir la concentracion del
contaminante en el tejido del follaje o parte aérea (FBA-A) o en el tejido de las raices
(FBA-R) entre la concentracion inicial del metal en el suelo. El factor de translocacion
(TF) se refiere a la tasa de movilizacion y determina el movimiento del metal desde la
raiz hacia el follaje de la planta. EI TF determina la eficacia de la planta para el
transporte del metal desde la raiz hacia el follaje y se calcula al dividir la concentracién
del metal en el follaje entre la concentracion del metal en las raices. El porcentaje de
remocion del metal en el suelo se calcula al dividir la resta de la concentracion inicial

menos la concentracion final en el suelo entre la concentracion inicial (Lu et al., 2021).

Pb follaje Pb raices
BAC-A = BAC-R =
Pb inicial suelo Pb inicial suelo
Pb follaje
FT=
Pb raices

Pb inicial — Pb final suelo

Remocion (%) =
Pb inicial suelo
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La tolerancia de las plantas a elevadas concentraciones de metales pesados
depende del tipo de planta. Las acumuladoras concentran el metal en el follaje de la
planta. Las plantas indicadoras regulan la absorcion y transporte de los metales tal
que la concentracion interna refleja la concentracidén externa. Las plantas excluyentes
acumulan el metal pesado en las raices, pero la entrada y transporte a la parte aérea
son limitados. Cuando el BAC < 1 la planta es excluyente, 1 < BAC < 10 la planta es
acumuladora y BAC = 10 la planta es hiperacumuladora (Baker, citado por Luna,
2018). Un valor del TF > 1 indica que la planta transloca el metal desde las raices
hacia el follaje es decir es fitoextractora y un TF < 1 indica que la planta no transloca
el metal y éste es acumulado mediante inmovilizacidén en las raices (Rigoletto et al.,
2020), es decir que la planta es fitoestabilizadora. Plantas con BAC > 1y TF > 1 son
adecuadas para la fitoextraccion. Plantas con BAC > 1y TF < 1 son apropiadas para

la fitoestabilizacion (Rigoletto et al., 2020).

La fitorremediacion puede ser mejorada con estrategias que favorecen y
aceleran el proceso, como la sinergia entre plantas y microorganismos promotores de
crecimiento en plantas (PGPR), adicion de agentes guelantes, enmiendas y uso de
guelantes transgénicos entre otras. Las PGPR disminuyen el estrés de las plantas en
los ambientes contaminados, mediante el cambio del estado de oxidacion de metales
como el Cr, solubilizacion de fosfatos, produccion de cianuro de hidrégeno, auxinas,
sideréforos, amonio y fijacién de nitrogeno. La accién de PGPR es directa cuando
reducen el efecto toxico del contaminante y es indirecta cuando producen
fitohormonas como las auxinas que favorecen la induccion y proliferacién del sistema
radicular, citoquininas relacionadas con el crecimiento celular, regulan hormonas
como el etileno, fijan nitrégeno, solubilizan fosfato y producen sideréforos y amonio
(Gavrilescu, 2022). Los microorganismos asociados con las plantas modifican la
biodisponibilidad del Pb mediante la produccion de sideréforos, acidos organicos,

exopolisacéaridos y solubilizacién de fosfatos precipitados (Shah y Daverey, 2020).
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.  MATERIALES Y METODOS
3.1 Material biol6gico

Suelo colectado en el botadero de residuos sélidos municipales de Reque,
malezas provenientes de campos cultivados, cascarilla de Oryza sativa L “arroz” y

bacterias rizosféricas de las malezas tolerantes al Pb.
3.2 Poblacién y muestra

En la investigacion descriptiva la poblacién correspondié a las malezas reportadas
como tolerantes al Pb en las publicaciones cientificas 2007 — 2019 de las bases de
datos Scopus y Google Scholar y la muestra no probabilistica y por conveniencia
correspondio a 15 especies de malezas. En la investigacion explicativa la poblacion y
muestra de estudio no probabilisticas y por conveniencia fueron 36 plantas de tres
especies de malezas las cuales se distribuyeron en seis tratamientos, tres repeticiones

y dos plantas por repeticion.
3.3 Métodos
3.3.1 Variables

En la fase descriptiva de la investigacion la variable cuantitativa fue el
crecimiento de las malezas (biomasa fresca, indice de tolerancia al estrés). En la fase
explicativa las variables independientes fueron dos: consorcios bacterianos (sin y con
consorcios bacterianos) y especies de malezas (tres). La variable dependiente fue la

biomasa aérea de las malezas y la fitotoxicidad del suelo fitorremediado.
3.3.2 Tipo de estudio y disefio de contrastacion de hipétesis

En la investigacion explicativa la hipotesis se contrastd con el disefio
experimental completamente aleatorio, DCA (Hernandez et al., 2014), con arreglo
factorial 2x3. El factor A fue el consorcio bacteriano (sin y con consorcios bacterianos:
Ao, A1) y el factor B las especies de malezas (B1, B2, B3), tres repeticiones por

tratamiento y 18 unidades experimentales (Figura 1).
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Figura 1

Disefio completamente aleatorio para investigar la influencia de consorcios bacterianos
en la fitorremediacion de suelo contaminado con plomo.

Ao = Sin consorcios bacterianos
A1 = Con consorcios bacterianos
B1= Maleza 1
B2= Maleza 2
Bz = Maleza 3
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3.3.3 Caracteristicas del suelo del botadero de residuos sélidos municipales de

Reque, Lambayeque 2019

El botadero de residuos solidos municipales de Reque, en la provincia de
Chiclayo (Figuras 2, 3) abarca una superficie de 2,95 km? (Google Earth, 2019) y esta
comprendido entre los paralelos 06° 55" 04" latitud sur y 79° 44" 07" longitud oeste
(Google Earth, 2019). ElI muestreo fue de “Identificacién” (MI), orientado a identificar
si el suelo estaba contaminado. En un area de 1 ha (0-10 cm de profundidad) se
colectaron nueve submuestras superficiales, el patrén de muestreo fue de distribucién
aleatoria con rejillas regulares, para lo cual se delimitaron nueve rejillas o celdas

(333,5 m?) con lineas paralelas y perpendiculares (MINAM, 2014).

En cuadrados de 1m?delimitados en la parte central de cada celda se colect6
el suelo. Se retiraron los 2 cm de suelo superficial, en cada cuadrado se colectaron
24 kg de suelo (10 cm de profundidad) se depositaron en sacos de yute y se
trasladaron al invernadero de la Facultad de Ciencias Bioldgicas en Lambayeque. El
suelo de los nueve sacos se mezclé sobre una manta, se homogenizé mediante el
método de “cuarteo y amontonamiento” (Contreras y Carrefio, 2018) y se colectaron
dos muestras (2 y 1 kg) representativas. La muestra de 2 kg se envi6 a Lima para el
andlisis fisico, quimico y de metales pesados en el Laboratorio de Analisis de Suelos,
Plantas, Aguas y Fertilizantes de la Universidad Nacional Agraria La Molina y la
muestra de 1 kg se utilizo para el analisis microbiolégico. El resto del suelo se mantuvo

en el invernadero, para la fase experimental de la investigacion.

El recuento de microorganismos totales mediante la técnica del nimero mas
probable (NMP), se realizé con 10 g de suelo que se diluyeron hasta 10y 1 mL de
las tres Gltimas diluciones se inocularon por triplicado en 10 mL de caldo nutritivo. Para
determinar el NMP de microorganismos tolerantes al Pb, 1 mL de las diluciones 10ta
1073 se inocularon por triplicado en 10 mL de caldo nutritivo con 50 mg Pb L1. Todoslos
tubos se incubaron a 30°C por 2 dias (microorganismos totales) y 10 dias
(microorganismos tolerantes al Pb), se consideraron positivos aquellos tubos con

turbidez y se realizo el calculo correspondiente del NMP.
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Figura 2

Ubicacion del distrito de Reque en la Region Lambayeque, 2019
(https://www.google.com/maps/d/viewer?mid=1TjjuM0efVsMrHAUEAKCOyoetkok&ie
=UTF8&hl=es&t=h&msa=0&II=-6.831905012294494%2C-

79.79310033300781&spn=0.014913%2C0.018239&z=11&source=embed
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Figura 3

Lugar de recoleccion de suelo en el botadero de residuos sélidos municipales, Reque
2019
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3.3.4 Seleccion de malezas tolerantes al plomo, Lambayeque 2019

En las bases de datos Scopus y Google Scholar se buscaron articulos
cientificos relacionados con malezas tolerantes al Pb publicados durante 2007-2019.

” o«

La busqueda se realizoé con las palabras clave “fitorremediacion de plomo” “malezas
tolerantes al plomo”, “lead phytoremediation” y “lead tolerant weeds”. Con la
informacion analizada se obtuvo una relacién de malezas tolerantes al Pb y con la
ayuda de un especialista en Botanica se identifico la disponibilidad de 15 de las
especies de malezas en seis campos agricolas cultivados en los distritos de lllimo,

Mochumi, Tacume, Cayanca, Reque y Monsefl en la Region Lambayeque.

En los campos agricolas se identificaron las malezas presentes, se
seleccionaron seis especimenes de cada maleza con similar altura y al inicio de la
floracion. Con una palana se extrajeron las plantas en las raices y el suelo rizosférico,
se acondicionaron en baldes de plastico de 4 kg de capacidad y se llevaron al
invernadero de la Facultad de Ciencias Biologicas, donde se trasplantaron en macetas
de polipropileno de 4 kg de capacidad con 3 kg del suelo del botadero de residuos

municipales de Reque, mezclado con 0,300 kg de cascarilla de arroz.

En las macetas se sembraron dos especimenes de cada maleza (tres macetas
por maleza) y se regaron con agua potable (almacenada por 24 horas) dos veces por
semana. Las malezas fueron calificadas como adaptadas al trasplante cuando el vigor
y el color verde se mantuvieron y desarrollaron hojas o brotes los siguientes 10 dias.
En las malezas adaptadas se investigé la tolerancia al Pb, por lo cual cuatro de las
seis plantas se regaron con una solucién de nitrato de plomo: Pb (NOs)2 en una
concentracion de 10 ppm Pb, por una vez la semana 1, dos veces la semana 2 y tres
veces la semana 3. A partir de la semana 4 el riego se realiz6 cada 3 dias con una
solucion de Pb (NOs)2 cuya concentracion se incrementd en forma geomeétrica por
5 semanas: 50, 100, 200, 400 y 800 ppm Pb. Los dos especimenes de cada maleza
restantes se regaron con agua sin Pb y constituyeron los testigos de referencia del

fenotipo normal.

La tolerancia al Pb se califico por la supervivencia del 100 % de las plantas y

el aspecto fisico similar al de los testigos, en cuanto a la altura, vigor y color de las
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hojas. Transcurridos 60 dias del primer riego con la soluciéon de nitrato de plomo se
peso la biomasa de las plantas y se calcul6 el indice de tolerancia al estrés, TI
(Chaturvedi et al, 2020):

Biomasa fresca de plantas tolerantes
Tl biomasa (%) = x 100

Biomasa fresca de plantas testigos

3.3.5 Identificacion de las caracteristicas que evidencian in vitro promocion de
crecimiento vegetal en bacterias rizosféricas constituyentes de los

consorcios de las malezas tolerantes al plomo, Lambayeque 2019

El suelo rizosférico (10 g) de las malezas tolerantes al Pb se inoculé en 100 mL
de caldo nutritivo y se incubé a 30°C por 5 dias (Gupta et al., 2017). Las bacterias se
aislaron en agar nutritivo suplementado con 50 mg Pb L1, se incubaron a 30°C hasta
por 5 dias, las colonias desarrolladas se agruparon segun sus caracteristicas
morfologicas (morfotipos) y reaccion a la coloracion de Gram, se selecciond una
representante de cada morfotipo y aquellas que crecieron (turbidez) en caldo nutritivo
con 100, 200, 400 y 800 mg Pb L%, se cultivaron en agar nutritivo con y sin Pb, se
incubaron a 30°C por 48 horas y constituyen los cultivos puros de bacterias tolerantes
al plomo (Manzoor et al., 2019).

Las caracteristicas que evidencian in vitro promocion de crecimiento de plantas
y que se investigaron en las bacterias tolerantes al plomo fueron la solubilizacion de
fosfato (Escobar et al., 2011) y produccioén de acido indol acético (Garcia et al, 2010).
La concentracion de fosforo soluble se calculd con la ecuacion:
Y —0,0002
X =
0,07

La concentracion de &cido indol acético se calculd con la ecuacion:

_ Y —0,076
~ 0,004
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3.3.6 Influenciadelos consorcios de bacterias rizosféricas en el crecimiento de

las malezas y fitotoxicidad del suelo fitorremediado

El suelo (50 kg) previamente colectado en el botadero se tamiz6 (< 5 mm), se
mezclé con 5 kg de cascarilla de arroz, se autoclavo a 121°C por 20 minutos
(Chaturvedi et al., 2020) y se acondicion6 en 18 macetas de polipropileno de 4 kg de
capacidad, a razén de 3 kg por maceta. A continuacion, el suelo de nueve macetas se
contamin6 en forma artificial en una solucion de nitrato de plomo, Pb (NO3)2 hasta

alcanzar 0,127 % p/p equivalente a 800 mg kg de Pb.

Transcurrido 1 mes de la contaminacion del suelo con Pb las tres especies
vegetales tolerantes al plomo provenientes de un almacigo de 30 dias se trasplantaron
por triplicado en macetas con el suelo contaminado y no contaminado con Pb (dos
plantas por repeticién). En los tratamientos donde se inocularon los consorcios
bacterianos, antes del trasplante, las raices de plantas de similar fenotipo se
sumergieron en una suspension del consorcio de bacterias correspondiente durante

30 minutos.

El in6culo de las bacterias se obtuvo por el método de siembra a gran escala,
con dos volumenes: madre y definitivo. Las bacterias se cultivaron de forma
independiente en caldo nutritivo con 800 ppm Pb. El cultivo madre se obtuvo después
de inocular 1,8 mL de caldo cultivado con cada bacteria con 16,2 mL de caldo nutritivo
con 800 ppm Pb y se incub6 a 30°C por 24 horas. El cultivo definitivo se obtuvo
después de inocular el cultivo madre (18 mL) de cada bacteria en 162 mL de caldo
nutritivo con 800 ppm Pb y se incubd a 30°C por 24 horas. De esta manera, se
obtuvieron 180 mL de cultivo definitivo de cada bacteria y para los consorcios se
mezclaron los cultivos definitivos de seis bacterias por maleza con un total de 1080 L

(Acosta y Bustamante, 2020).
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Debajo de las macetas se colocd un recipiente para colectar el liquido
lixiviado. El riego se realiz6 cada 4 dias y a los 90 dias después del trasplante se peso
la biomasa aérea fresca de las plantas. La fitotoxicidad del suelo fitorremediado se
determind en las semillas de Raphanus sativus L. “rabanito” var. Crimson Giant. En
placas de Petri se acondicionaron por triplicado 10 g de suelo de cada repeticion de
los seis tratamientos investigados, se humedecieron con agua destilada esterilizada y
en cada placa se acondicionaron 25 semillas (18 placas de Petri). Se incluyeron cuatro
placas de Petri con suelo no contaminado como testigo. Después de 120 horas a
temperatura ambiente (20-22°C) se seleccionaron y cuantificaron las semillas
germinadas, se midi6 la longitud de cada radicula y se calcularon los porcentajes de
germinacion relativa (PGR), crecimiento relativo de radicula (CRR) y el indice de
germinacion, IG (Lakhal et al., 2017):

N° de semillas de rabanito germinadas en
el suelo fitorremediado
PGR (%) = x 100

N° de semillas germinadas en el testigo

Longitud de la radicula de semillas de
rabanito en el suelo fitorremediado
CRR (%) = x 100

Longitud de la radicula en el testigo

PGR X CRR

IG (%) =
100
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El nivel de fitotoxicidad se determind al relacionar el IG con la presencia de
sustancias toxicas: |G = 80% muy baja cantidad de sustancias toxicas con nivel bajo
de toxicidad, 80% > IG > 50%, moderada cantidad de sustancias toxicas con nivel
moderado de toxicidad, |G < 50%, abundante cantidad de sustancias toxicas con nivel
severo de fitotoxicidad. El suelo y las malezas con y sin consorcios bacterianos, con
los que se alcanzaron los menores niveles de toxicidad en las semillas de rabanito se

colectaron para cuantificar el Pb y determinar los pardmetros de fitorremediacion.

3.3.7 Parametros de la fitorremediacion de plomo en el suelo con menor

fitotoxicidad

Las raices y el follaje de las malezas seleccionadas se lavaron y junto al suelo
se deshidrataron en la estufa a 75°C durante 96 horas (Lu et al., 2021), se
acondicionaron y enviaron al laboratorio de Andlisis de Suelos, Plantas, Aguas y
Fertilizantes de la Universidad Nacional Agraria La Molina en Lima para cuantificar el
Pb mediante espectrofotometria de absorcion atdbmica. Los valores del Pb cuantificado
en el suelo, raices y follaje se utilizaron para calcular el factor de bioacumulacion
(BAC), el factor de translocacion (TF) y el porcentaje de remocion del Pb del suelo
(Chaturvedi et al., 2020)

Concentracion de Pb en el follaje o en las raices (mg kg 1)

BAC =
Concentracion inicial Pb en suelo (mg kg %)
Concentracion de Pb en el follaje (mg kg %)
TF=
Concentracion de Pb en las raices (mg kg )
Concentracion inicial Pb en el suelo — concentracidn final Pb en el suelo
Remocién (%) = x 100

Concentracion inicial Pb en el suelo
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3.3.8 Identificacion del género de las bacterias del consorcio con la mayor

influencia en la fitorremediacion

La identificacion del género de las bacterias del consorcio con la mayor influencia
en la fitorremediacion se realizd6 mediante las pruebas de catalasa, oxidasa, motilidad,
produccién de acidez a partir de la glucosa en agar hierro triple azucar (TSI), reduccion
de nitratos a nitritos, hidrolisis de la urea y el almidén, produccion de indol, utilizacion
de citrato, descarboxilacién de la lisina en agar lisina hierro (LIA) e hidrélisis de la
gelatina y esculina (Alvarez et al., 2014).

3.4 Andlisis estadistico de los datos

Los valores obtenidos en la biomasa fresca de las malezas tolerantes al plomo se
analizaron mediante las pruebas de normalidad (Shapiro-Wilk) y homogeneidad de
varianzas (Levene’s) y se aplicd la estadistica paramétrica mediante el programa

Excel versiéon 2016.
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IV. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas del suelo del botadero de residuos sélidos municipales de

Reque, Lambayeque 2019

El suelo del botadero de residuos solidos municipales de Reque (Tabla 1),
presentd una textura arenosa, condicidn no salina, niveles bajos de nitrégeno y
fosforo, nivel medio de potasio y los metales pesados Cr (16,94 ppm), Pb (11,91
ppm) y Cd (1,12 ppm). Asimismo, en el suelo se cuantificaron1,5 x 10°
NMP/g de microorganismos totales y 28 NMP/g de microorganismos tolerantes al
Pb (Figuras 4, 5).

4.2 Malezas tolerantes al plomo seleccionadas, Lambayeque 2019

En 13 articulos cientificos revisados en las bases de datos Scopus y Google
Scholar 2007-2019 se encontraron 26 malezas reportadas como tolerantes al Pb
(Tabla 2), entre las que se seleccionaron 15 por su disponibilidad en la region de
Lambayeque. Estas malezas se adaptaron al trasplante en el invernadero porque
el vigor y el color verde persistieron y se observé desarrollo de hojas o brotes en el
periodo de 10 dias (Tabla 3).

Las malezas consideradas tolerantes al Pb (800 ppm) fueron aquellas que
presentaron indices de tolerancia igual o mayores a 0,5 y correspondieron al 20%
de las malezas investigadas. Las malezas seleccionadas como tolerantes al Pb
fueron Echinochloa colonum, Cyperus corymbosus y Sorghum halepense con
indices de tolerancia de 0,80; 0,76 y 0,72 % respectivamente (Figuras 6 a 14, tabla

4). El 80 % de las malezas investigadas se consideré no tolerante al Pb.
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Tabla 1
Caracteristicas fisicas y quimicas del suelo del botadero de residuos sélidos municipales de Reque, Lambayeque 2019*

Clase textural pH CE Materia Nitrégeno Fo6sforo Potasio CaCOs Plomo Cadmio Cromo

organica

Arena Limo Arcilla

(%) (%) (%) (1:1)  (1:1) (%) (%) (ppm)  (ppm) (%) (ppm) (ppm)  (ppm)
dSm-1
95 4 1 Arenoso 8,21 0,41 0,02 0,006 3,70 131,00 1,00 11,91 1,12 16,94

*Laboratorio de Analisis de Suelos, Plantas, Aguas y Fertilizantes de la Facultad de Agronomia, UNALM

Equivalencias: 1ppm = 1 mg kg'; 1 dSm" = 1 deciSiemens/metro = 1 mmho/cm
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Figura 4
Turbidez por el crecimiento de microorganismos totales de suelo del botadero de
residuos solidos municipales de Reque, Lambayeque 2019.

Figura 5
Turbidez por el crecimiento de microorganismos tolerantes al plomo de suelo del
botadero de residuos solidos municipales de Reque, Lambayeque 2019.

f‘é, N”d"é'
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Malezas reportadas como tolerantes al plomo en articulos de las bases de datos Scopus y
Google Scholar, 2007 — 2019

Autores Afo Malezas tolerantes al plomo
de
Publicacion

Nombre cientifico Nombre comun
Wu et al. 2007 Amaranthus viridis L.* Amaranto verde
Wu et al. 2007 Avena fatua L. Avena loca
Wu et al. 2007 Eleusine indica L.* Pata de gallina
Wu et al. 2007 Poa annua L. Espiguilla
Umaye y Osibanjo 2010 Panicum maximum Pasto guinea
Umaye y Osibanjo 2010 Chromolaena odorata Rompe saraguey
Salazar et al. 2014 Bidens pilosa L.* Amor seco
Salazar et al. 2014 Sorghum halepense L.* Sorgo de Alepo
Paiva et al. 2015 Amaranthus spinosus L.* Atacu del Peru
Abu et al. 2016 Eichhornia crassipes Jacinto de agua
Masood et al. 2017 Cyperus rotundus L.* Coquito
Casierra etal. 2017 Cyperus ligularis L.* Chiquita
Casierra et al. 2017 Echinochloa colonum L.* Moco de pavo
Oyuela et al. 2017 Sonchus oleraceus L.* Cerraja
Oyuela et al. 2017 Chenopodium album L.* Cenizo
Oyuela et al. 2017 Portulaca oleraceae L.* Verdolaga
Oyuela et al. 2017 Cynodon dactylon L.* Grama dulce
Chamorro et al. 2019 Amaranthus blitum L.* Amaranto purpura
Aimituma y Ferrua 2019 Amaranthus caudatus L. Kiwicha
Escobar et al. 2019 Cyperus alternifolius Rottb. Junco
Escobar et al. 2019 Arundo donax L. Carrizo
Escobar et al. 2019 Leonotis nepetifolia L. Bola africana del rey
Amones y Barja 2019 Amaranthus quitensis Kunth. Yuyo colorado
Amones y Barja 2019 Chenopdium ambrosioides L.* Paico
Amones y Barja 2019 Tagetes minuta L. Huacatay
Alcéantaray Llatas 2019 Cyperus corymbosus L.* Junco sombrero

*Plantas disponibles en los distritos de lllimo, Mochumi, Tucume, Reque, Callanca y Monsefu,

2019



Tabla 3

Malezas reportadas como tolerantes al plomo, adaptadas al trasplante en el

invernadero, Lambayeque 2019
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Nombre cientifico

Nombre comun

Sorghum halepense L.
Echinochloa colonum L.
Cyperus corymbosus L.
Amaranthus viridis L.
A. spinosus L.

A. blitum L.

Bidens pilosa L.

Portulaca oleraceae L.

Chenopodium ambrosioides L.

Cynodon dactylon L.
Sonchus oleraceus L.
C. rotundus L.

C. ligularis L.
Eleusine indica L.

Chenopodium album L.

Sorgo de Alepo
Moco de pavo
Junco sombrero
Amaranto verde
Atacu del Peru
Amaranto purpura
Amor seco
Verdolaga
Paico

Grama dulce
Cerraja

Coquito
Chiquita

Pata de gallina

Cenizo
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Figura 6

Quemadura en hojas de Bidens pilosa no tolerante al Pb, Lambayeque 2019.

Figura 7

Enrollamiento de hojas en Amaranthus viridis no tolerante al Pb, Lambayeque
2019.
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Figura 8

Clorosis en hojas de Eleusine indica no tolerante al Pb, Lambayeque 2019.

Figura 9

Quemadura foliar en Sonchus oleraceus no tolerante al Pb, Lambayeque 2019.
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Figura 10

Marchitez en Amaranthus spinosus no tolerante al Pb, Lambayeque 2019.

Figura 1l

Plantas de Echinochloa colonum tolerantes al Pb, Lambayeque 2019.
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Figura 12

Plantas de Cyperus corymbosus tolerantes al Pb, Lambayeque 2019.

Figura 13

Plantas de Sorghum halepense tolerantes al Pb, Lambayeque 2019.
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Figura 14
Porcentaje de malezas tolerantes al plomo, Lambayeque 2019.

M Tolerantes

= No tolerantes

Tabla 4

indice de tolerancia al estrés por plomo en malezas tolerantes, Lambayeque 2019

Malezas Biomasa fresca* (Q)
Suelo Suelo Indice*
Nombre cientifico Nombre comun sin con de
tolerancia
plomo plomo (%)
Echinochloa colonum Moco de pavo 29,05 23,25 0,80
Cyperus corymbosus Junco sombrero 29,85 22,72 0,76
Sorghum
halepense Sorgo de Alepo 39,15 28,47 0,72

* Promedio de tres repeticiones
** Plantas sensibles (IT < 0,5), tolerantes (IT 0,5 - 0,8), altamente tolerantes (IT > 0,8)
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4.3 Caracteristicas que evidencian in vitro promocion de crecimiento vegetal en
las bacterias rizosféricas constituyentes de los consorcios de las malezas

tolerantes al plomo, Lambayeque 2019

En la rizésfera de tres malezas tolerantes al Pb se aislaron 26 colonias de
bacterias Gram negativas (76,9 %) y Gram positivas (23,1%), en agar nutritivo con
50 mg Pb L, entre las que 92,3 % creci6 en caldo nutritivo con 100 y 200 mg Pb L;
76,9 % en caldo con 400 mg Pb L1y 50 % en caldo con 800 mg Pb L (Figuras 15,
16, tabla 5). En el suelo rizosférico de E. colonum se obtuvieron diez cultivos puros de
bacterias y el 60% crecié con 800 mg Pb L. En el suelo rizosférico de C. corymbosus
se obtuvieron siete cultivos puros de bacterias que crecieron con 400 mg Pb L1y el
71,4 % con 800 mg Pb L. En el suelo rizosférico de S. halepense se obtuvieron nueve
cultivos puros de bacterias entre los que el 44,4 % creci6 en caldo con 400 mg Pb L
y el 22,2 % en caldo con 800 mg Pb L.

Los consorcios bacterianos (Tabla 6) se formularon con seis bacterias tolerantes
a 800 mg Pb L (E. colonum), una tolerante a 400 mg Pb Ly cinco a 800 mg Pb L*
(C. corymbosus), cuatro tolerantes a 400 mg Pb L'y dos a 800 mg Pb L* (S.
halepense). Las bacterias tolerantes al Pb seleccionadas fueron Gram negativas
(66,67 %) y Gram positivas (33,33 %). Las bacterias rizosféricas tolerantes al Pb de
E. colonum fueron Gram negativas y de C. corymbosus y S. halepense Gram positivas
(50 %) y Gram negativas (50 %).

Todas las bacterias constituyentes del consorcio 1 solubilizaron fosfato tricalcico
y produjeron &cido indol acético (AlA) y se cuantificaron 7,97-11,93 ppm de fésforo
soluble y 51-69 ppm de AIA. EI 50 % de las bacterias constituyentes del consorcio
2 solubilizaron fosfato y el 100 % produjo AlA. El 33,3 % de bacterias constituyentes

del consorcio 3 solubilizaron fosfato y el 50 % produjo AIA (Tabla 7).
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Figura 15

Colonias de bacterias rizosféricas de malezas tolerantes al plomo aisladas en
agar nutritivo Lambayeque, 2019.

Figura 16
Porcentaje de bacterias Gram positivas y Gram negativas rizosféricas de malezas

tolerantes al plomo, Lambayeque 2019

B Gram negativas

B Gram positivas




Tabla b

Crecimiento en diferentes concentraciones de plomo por bacterias rizosféricas de
malezas, Lambayeque 2019

Turbidez por crecimiento bacteriano en

Aislamientos Maleza diferentes concentraciones de Pb (mg L)
bacterianos de Coloracion
codigo procedencia 100 200 400 800 de Gram
1 E. colonum + + + + -
2 E. colonum - - - - -
3 E. colonum + + + + -
4 E. colonum + + + + -
5 E. colonum + + + - -
6 E. colonum + + + + -
7 E. colonum + + + + -
8 E. colonum + + + - -
9 E. colonum + + + + -
10 E. colonum + + + - -
1

C. corymbosus + + + + +
12 C. corymbosus + + + + -
13 C. corymbosus + + + + +
14 C. corymbosus + + + + -
15 C. corymbosus + + + + -
16 C. corymbosus + + + - -
17 C. corymbosus + + + - +

1Q

S. halepense + + - - -
19 S. halepense + + - - -
20 S. halepense + + + + -
21 S. halepense - - - - -
22 S. halepense + + - - -
23 S. halepense + + - - -
24 S. halepense + + + + +
25 S. halepense + + + - -
26 S. halepense + + + - +
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Tabla 6
Caracteristicas de bacterias constituyentes de consorcios de la rizésfera de

malezas tolerantes al plomo, Lambayeque 2019

Concentracion de

Consorcio Maleza de Bacterias Pb en la que Coloracion de
(N°) procedencia (cddigo)  presenta tolerancia Gram
(mg L)
1 E. colonum 1,3 800 (-)
4,6 800 (-)
7 800 (-)
9 800 ()
2 C. corymbosus 17 400 (+)
11,13 800 (+)
12, 800 (-)
14,15 800 (-)
(-)
3 S. halepense 20, 25, 400 (+)
24, 26 400 (-)
20 800 (+)

24 800




Tabla 7
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Fdésforo solubilizado y acido indol acético producido por bacterias constituyentes de
consorcios rizosféricos de malezas tolerantes al plomo, Lambayeque 2019

Consorcio Maleza de Bacteria Fésforo soluble* A;?&L”g"'
N procedencia cbdigo (ppm) (opm)
1 E. colonum 1 11,93 69,00
1 E. colonum 3 9,09 51,00
1 E. colonum 4 7,97 64,75
1 E. colonum 6 8,18 63,50
1 E. colonum 7 10,55 65,75
1 E. colonum 9 10,54 66,25
2 C. corymbosus 17 7,41 37,75
2 C. corymbosus 11 0 41,75
2 C. corymbosus 13 7,45 54,25
2 C. corymbosus 12 7,40 42,75
2 C. corymbosus 14 0 45,50
2 C. corymbosus 15 0 52,50
3 S. halepense 20 0 0
3 S. halepense 25 6,88 40,25
3 S. halepense 24 0 36,75
3 S. halepense 26 7,24 36,00
3 S. halepense 20 0 0
3 S. halepense 24 0 0
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4.4 Influencia de los consorcios de bacterias rizosféricas en el crecimiento de

las malezas y fitotoxicidad del suelo fitorremediado

Los consorcios de bacterias rizosféricas influenciaron de forma positiva en el
crecimiento de las malezas tolerantes al Pb y transcurridos 90 dias se observo 4,14-
14,32 % de incremento en la biomasa fresca de las plantas inoculadas con los consorcios
bacterianos en comparacion con las no inoculadas. La prueba de comparacion
de medias de Tukey demostré que el mayor valor de la biomasa fresca correspondio al
tratamiento E. colonum + consorcio bacteriano 1 con diferencias significativas frente a los
otros tratamientos (Tabla 8).

El nivel de fitotoxicidad fue severo a moderado en el suelo donde crecieron las
malezas tolerantes al Pb por 90 dias y fue moderado a bajo en el suelo con las malezas
tolerantes al Pb inoculadas con los consorcios bacterianos. El suelo donde se alcanzo el
mayor indice de germinacion de las semillas de rabanito (89,56 %) y por tanto el menor
nivel de fitotoxicidad (bajo) fue el correspondiente a E. colonum + consorcio bacteriano 1
(Tabla 9).

4.5 Parametros de la fitorremediacion de plomo en el suelo con menor

fitotoxicidad

Los parametros de la fitorremediacion de Pb en el suelo con menor fitotoxicidad
sembrado con E. colonum se incrementaron con la inoculacion de los consorcios
bacterianos. En las plantas de E. colonum inoculadas con el consorcio bacteriano 1 el
factor de bioacumulaciéon (BAC) en el follaje fue de 0,1650 y en las raices de 1,0250; el
factor de translocacion (TF) fue de 0,1611 en comparacién con 0,0115; 1,0106; 0,0114
respectivamente en las plantas no inoculadas con bacterias. En este contexto, el porcentaje
de remocion de Pb en el suelo fue de 78,83 % con E. colonum inoculada con el consorcio

bacteriano 1y 57,58 % con E. colonum sin inoculacién de bacterias (Tabla 10).

En plantas de E. colonum inoculadas y no inoculadas con los consorcios
bacterianos los valores del BAC < 1 las calificaron como plantas excluyentes y los valores
del TF <1 como plantas inmovilizadoras del metal. A su vez, debido a que el BCF > 1y TF
< 1 las plantas se consideraron fitoestabilizadoras del Pb.
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Biomasa fresca de malezas 90 dias después de la inoculacién de consorcios bacterianos tolerantes al plomo

Biomasa fresca (g) Incremento
Tratamientos r1 r2 r3 X Sig. (%)
Echinochloa colonum 33,60 33,50 34,10 33,73 e -
de
Cyperus corymbosus 34,70 34,30 34,20 3473
cd
Sorghum halepense 35,70 35,10 35,80 3553 e
Echinochloa colonum + consorcio 1 38,30 38,80 38,60 38,56 a 14,32
bc
Cyperus corymbosus + consorcio 2 36,80 36,30 35,90 36,33 4,60
Sorghum halepense + consorcio 3 37,20 36,20 37,60 37,00 b 4,14




Tabla 9
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Nivel de fitotoxicidad del suelo en semillas de Raphanus sativus L. 90 dias después de la siembra de malezas con y sin consorcios de

bacterias tolerantes al plomo

Porcentaje

Tratamientos relativo de F:romed_lg) Cre|C|r_n|egto In_dlce.(’je o Nivel de
erminacion elongacion relativo de germinacion, fitotoxicidad
9 radicular (cm) radicula (CRR) (%)
(PGR)

Echinochloa colonum 79,17 3,22 60,64 48,01 Moderado
Cyperus corymbosus 77,08 3,10 58,38 44,99 Severo
Sorghum halepense 76,04 2,97 55,93 42,53 Severo
Echinochloa colonum + consorcio 1 92,70 5,13 96,61 89,56 Bajo
Cyperus corymbosus + consorcio 2 88,54 4,63 87,19 77,20 Moderado
Sorghum halepense + consorcio 3 86,45 4,80 90,39 78,14 Moderado
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Tabla 10
Parametros de la fitorremediacion de suelo contaminado con plomo por Echinochloa
colonum con y sin consorcios bacterianos

Parametros Valores
Plomo inicial en el suelo (mg kg) 800,00
9,23
Plomo en follaje de plantas sin bacterias (mg kg™) 808,50
339,38

Plomo en raices de plantas sin bacterias (mg kg™)

Plomo en el suelo de plantas sin bacterias (mg kg™)

132,13
Plomo en follaje de plantas con bacterias (mg kg™) 820,00

169,38
Plomo en raices de plantas con bacterias (mg kg™)
Plomo en el suelo de plantas con bacterias (mg kg™)
BAC follaje de plantas sin bacterias 0,0115
BAC raices sin bacterias 1,0106
TF follaje y raices sin bacterias 0,0114
Remocién de Pb (%) 57,58 %
BAC follaje de plantas con bacterias 0,1650
BAC raices con bacterias 1,0250
TF follaje y raices con bacterias 0,1611
Remocién de Pb (%) 78,83 %

TF <1 = Planta no transloca el metal y es fitoestabilizadora
BAC > 1y TF < 1 = Planta fitoestabilizadora

1 < BAC < 10 = Planta acumuladora
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4.6 ldentificacion del género de las bacterias constituyentes del consorcio con

la mayor influencia en la fitorremediacion

Las bacterias del consorcio bacteriano 1 con la mayor influencia en la
fitorremediacion (Tabla 11) se identificaron en los géneros Pseudomonas

(cédigos 1, 3, 7, 9) y Acinetobacter (cédigos 4, 6).

Tabla 11

Caracteristicas diferenciales de los géneros Pseudomonas y Acinetobacter identificados
en las bacterias constituyentes del consorcio 1 aisladas de E. colonum tolerante al Pb,
Lambayeque 2020

Caracteristicas diferenciales Pseudomonas Acinetobacter
Prueba de catalasa + +
Prueba de oxidasa + -
Prueba de motilidad + -
Produccién de acidez (TSI) K/K A/K

Reduccién de nitratos - -
Hidrolisis de urea - -
Hidrélisis de almidon - +

Produccioén de indol - -

Utilizacion de citrato + +
Descarboxilacion de lisina K/A K/A
(LIA)

Hidrdlisis de gelatina - -

Hidrélisis de esculina - -
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V. DISCUSION

En el botadero de Reque se cuantificO materia organica, MO (0,02 %),
nitrogeno, N (0,006 %), fosforo, P (3,7 ppm) y potasio, K (131 ppm) en
concentraciones inferiores a las reportadas por Ticona y Apaza (2020)
correspondientes a 3,9-4,8 % (MO); 0,8-1,2 % (N); 13,0-26,73 ppm (P) y 154,0-
361,1 ppm (K) en el suelo del botadero sanitario de Canchari, Puno. La diferencia
puede ser explicada por el contenido de materia organica de los residuos y por las
condiciones ambientales del lugar. En el botadero de Reque la humedad es minima,
a diferencia del botadero de Puno que funciona en una zona de sobrecarga junto a
un drenaje natural, donde la humedad, asi como la precipitacién propia de la zona
favorecen la mineralizacién microbiana (materia organica a inorganica).

En el suelo del botadero de Reque se cuantificaron metales pesados Cr, Pb
y Cd, por cuanto los residuos sélidos municipales abandonados en los botaderos
contienen materia organica (55 %), asi como también inorganica como vidrios,
latas, maderas y fierros que bajo las condiciones ambientales se deterioran y
liberan componentes toxicos como los metales pesados (Chavez et al., 2018).

Los contenidos de Pb (11,91 mg kg?), Cd (1,12 mg kg?) y Cr (16,94 mg kg
1 en el suelo del botadero de Reque fueron inferiores a los limites de los estandares
de calidad (ECA) para suelo comercial en Pert, como son 800 mg kg (Pb), 22 mg
kgt (Cd) y 1000 mg kg (Cr). La norma establece que el suelo comercial es aquel
cuya actividad principal desarrollada esta relacionada con servicios como el caso
de los botaderos. En cuanto a la concentracion de Cr es muy superior a 0,00000867
mg kg cuantificados en un botadero con 40 afios de funcionamiento y en proceso
de cierre técnico en Ecuador (Torres et al., 2018).

La tolerancia de las malezas al Pb (800 ppm) demostrada en la presente
investigacion coincide con los reportes de Amadi y Gbosidom (2022) en E. colonum;
Rotkittikhun et al., citados por Rigoletto et al. (2020) en Cyperus sp. y Sabreena et
al. (2022) con Sorghum sp. El Pb disminuyo la biomasa fresca de las malezas,
efecto negativo reportado previamente por Chaturvedi et al. (2020). Los
investigadores demostraron que el Pb (50 — 100 ppm) disminuy¢ la altura de las
plantas (15,38 %) y biomasa (13,7 %) asi como también la clorofila, carotenoides y
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nitrégeno. Por el contrario, Frachia et al. (2022) reportaron que el Pb (100-500 ppm)
incremento el peso del follaje y raices de Inga uruguensis y con base a la biomasa
fresca de las plantas se alcanzé un indice de tolerancia (IT) de 1,21. En una escala
que considera plantas sensibles (IT < 0,5), tolerantes (IT 0,5 - 0,8) y altamente
tolerantes (IT > 0,8) las plantas de I. uruguensis con IT de 1,21 se consideraron
altamente tolerantes al Pb.

Los cambios morfolégicos y fisioldgicos de las plantas en los suelos
contaminados con Pb varian segun la concentracion del metal pesado y la especie
vegetal (Lu et al., 2021). Cuando la concentracion del contaminante es < 500 ppm
se ha reportado incremento en los parametros de crecimiento (Liu et al., 2018;
Frachia et al., 2022), pero también se ha demostrado disminucién de la altura y
biomasa en plantas desarrolladas con 50-100 ppm Pb (Chaturvedi et al., 2020).

Liu et al. (2018) demostraron que 100 ppm Pb no afectaron el crecimiento de
T. repens; sin embargo, 500 ppm Pb disminuyeron en forma significativa la longitud
de la raiz (19,08 %), altura de planta (25,92%), biomasa aérea (25,1%) y biomasa
radicular (24,3%). Los investigadores explicaron que el efecto de 100 ppm del metal
pesado en las plantas no fue significativo porgue la fraccion biodisponible del Pb en
el suelo fue muy baja. En suelos contaminados con (100-500 ppm) se determiné
48-54 % de fraccion residual; 34-40 % de fraccion reciclable; 6,1-8,2 % de fraccion
acido — soluble y 4,1 — 5,0 % de fraccion oxidable. La fraccion acido — soluble es la
mas activa en condiciones neutrales y la que presenta mayor biodisponibilidad. Esta
fraccion es la que disminuye en el suelo fitorremediado; sin embargo, la proporcién
de las cuatro fracciones no es constante y es afectada por factores externos como
los metabolitos microbianos de la rizésfera.

La observacién de quemaduras, enrollamientos, clorosis, marchitez y muerte
identifico a las plantas no tolerantes al Pb al igual que en los reportes de Pelaez et
al. (2014) e Isaza (2013). Al respecto Chico et al. (2020) reportaron disminucion del
peso fresco de hojas y raices de Phaseolus vulgaris variedades Canario y Panamito
y Pelaez et al. (2014) demostraron deformaciones extremas en las paredes
celulares del cortex y la endodermis de las raices, en el parénquima clorofilico y en

las paredes del haz y el envés de la epidermis foliar. El dafio severo del Pb en las
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plantas se evidencia con una clorosis generalizada, enrollamiento, quemado de las
puntas y necrosis prematura de las hojas. El dafio extremo del Pb es causa de
muerte de las plantas por pérdida de la capacidad fotosintética y sistema de
transporte de los nutrientes (Chico et al., 2020; Pelédez et al., 2014; Isaza, 2013).

En la presente investigacion, en el suelo rizosférico de las plantas tolerantes
al Pb se aislaron bacterias al igual que Gorelova et al. (2022) y Manzoor et al.
(2019), quienes aislaron microorganismos en la rizosfera de plantas establecidas
en suelo contaminado con Pb en forma artificial y por actividad antropica
respectivamente. La rizosfera es el suelo cercano (5 mm) a las raices, que es
influenciada en forma directa por los exudados radiculares y en donde se encuentra
la mayor poblacion de microorganismos que interactdan con las plantas (Gamalero
y Glick, 2022).

Respecto a la predominancia de bacterias Gram negativas en los consorcios
bacterianos aislados de las plantas tolerantes al Pb se coincide con la investigacion
de Manzoor et al. (2019) quienes determinaron 62 % de bacterias Gram negativas
tolerantes al Pb en bacterias aisladas de suelo contaminado con metales pesados
por actividad antropica. Liu et al. (2018) determinaron cambios significativos en la
poblacién microbiana desarrollada en un sitio contaminado con Pb. Al inicio
predominé (88,5 %) el Phylum Firmicutes y después éste disminuyo hasta 12,1 %.
Por el contrario, aumentaron los Phylum Bacteroidetes y Proteobacteria. Asimismo,
aumenté la abundancia relativa de los géneros bacterianos Flavisolibacter,
Kaistobacter y Pseudomonas y disminuyeron los géneros Bacillus, Adhaeribacter,
Pantibacter y Paenibacillus.

Las bacterias rizosféricas de las malezas tolerantes al Pb solubilizaron
fosfato tricalcico y produjeron AlA, caracteristicas que evidencian in vitro promocién
de crecimiento en las plantas Las bacterias solubilizadoras de fosfato producen
acidos organicos que desestabilizan el mineral precipitado y liberan el fosforo
soluble para las plantas (Gavrilescu, 2022). Debido a que en el suelo la
disponibilidad del Pb es muy baja por la formacion de precipitados insolubles, se

utilizan compuestos sintéticos como el etilendiamino tetracético (EDTA) y acidos
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organicos como el citrico y el malico para mejorar la accesibilidad del Pb en el suelo
y la translocacion de la raiz al follaje (Israr y Sahi, 2008). En este contexto, las
bacterias solubilizadoras de fosfato mediante la produccién de acidos organicos
favorecen la disponibilidad del Pb y una mayor absorcion por el sistema radicular
(Gupta et al., 2013).

Los microorganismos rizosféricos producen fitohormonas como las auxinas
qgue inducen la proliferacion del sistema radicular, citoquininas relacionadas con el
crecimiento celular y regulan hormonas como el etileno mediante la actividad de la
enzima amino 1- carboxilato (ACC) desaminasa, ademas de la fijacion de nitrégeno,
solubilizacion de fosfato y produccién de sideré6foros y amonio (Gavrilescu, 2022).
La acumulacion del Pb se incrementa cuando junto al EDTA se aplican auxinas
como el acido indol acético. En Sesbania drummondii el Pb acumulado se
incremento en 4,2 — 6,5 puntos cuando se aplicaron 100 mMol de AlA; no obstante,
cuando se realizo la mezcla de esta fitohormona con EDTA el Pb acumulado se
incrementd en 12,5 — 13,5 puntos (Israr y Sahi, 2008).

Las rizobacterias tolerantes al Pb y con caracteristicas que evidencian in vitro
promocion de crecimiento vegetal (solubilizacion de fosfatos y produccion de acido
indol acético) aumentaron la biomasa de las malezas investigadas, los valores de
los factores de acumulacion, translocacion y tasa de remocion de Pb en el suelo,
efecto benéfico similar al reportado por Manzoor et al. (2019) en las plantas
ornamentales Pelargonium hortorum y Mesembryanthemun criniflorum
desarrolladas en suelo contaminado de manera artificial con 500 - 2000 mg Kg* de
Pb. Los investigadores demostraron que Bacillus tequilensis aumento la biomasa
de ambas plantas en suelos sin y con concentraciones crecientes de Pb. Se registré
incremento de 65,52 % en M. crinifiorum y 64,04 % P. hortorum en el suelo con
2000 mg Pb Kg™.

En la presente investigacion las raices de E. colonum con y sin bacterias
acumularon 820 y 808,50 mg Kg* Pb por lo que la especie puede ser utilizada para
la fitorremediacion de suelos contaminados. Al respecto, Raskin citado por Frachia
et al. (2022), concluyé que una planta puede ser considerada para la

fitorremediaciéon cuando al menos acumula 1 mg Kg* de Pb en sus tejidos. A
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diferencia, Gorelova et al. (2022) en el proceso de fitorremediacion de un suelo
contaminado con metales pesados, cuantificaron 1,57 — 7,38 mg Pb kg -de raices
y 0,14 — 0,88 mg Pb kg de follaje de Echinochloa frumentacea y concluyeron que
esta especie no es adecuada para la remediacion porque acumula y remueve muy
poco Pb (0,18 — 0,94 g ha!), en comparacién con otras plantas como el sorgo con
107 — 378 g ha™™.

El factor de bioacumulacion (BAC) de Pb en las raices de Echinochloa
colonum con y sin bacterias fue mayor que 1 y el factor de traslocacion (TF) fue
menor de 1, resultado que demostrd que esta especie vegetal es fitoestabilizadora
del metal pesado Pb, por cuanto las plantas con un BF > 1y TF < 1 son apropiadas
para la fitoestabilizacion (Rigoletto et al., 2020). El factor de bioacumulacion o
bioconcentracion estima en las plantas la capacidad de absorcion de metales y el
factor de traslocacion evalla el transporte del metal desde la raiz hacia el follaje
(Rigoletto et al., 2020). El potencial de fitorremediacion de metales pesados
depende de la capacidad de las plantas para acumular los contaminantes en los
tejidos (Chaturvedi et al., 2020). Los valores del TF de 0,1611 y 0,0114 en las
plantas de E. colonum con y sin bacterias fueron menores al rango de 0,061 — 0,819
registrado por Lu et al. (2021) en Taraxacum mongolicum y Plantago asiatica L.
desarrolladas con 5 % de Pb. Segun Gupta et al. (2013) plantas con un factor de
translocaciéon menor a 1 no son capaces de trasportar el contaminante desde las
raices hasta el follaje y se utilizan para la fitoestabilizacion del contaminante. De
esta manera lo inmovilizan y evitan la contaminacion de aguas subterrdneas.

La concentracién de Pb acumulada en las raices fue mayor que el follaje de
las plantas de E. colonum con y sin bacterias, superioridad que coincide con las
investigaciones de Gorelova et al. (2022) y Lu et al. (2021). Después que el Pb
ingresa en el suelo se mantiene en su mayoria en las formas divalentes (0xidos y
sulfuros). En la raiz se encuentran las formas precipitadas de fosfato de Pb y
carbonato de Pb que son dificiles de transportar hacia la parte aérea (Lu et al.,
2021). Las plantas responden frente al estrés por el Pb de diferente manera, pero
es comun un BAC mayor en las raices, en comparacion con el del follaje (Lu et al.,

2021). Estos investigadores determinaron en la raiz de Plantago asiatica L. un
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rango en el BAC de 0,931 — 1,062 y en las hojas de 0,074-0,087, resultado que
demostré que la raiz es el 6rgano principal de absorcion y acumulacion del Pb. De
igual manera, Gorelova et al. (2022) cuantificaron 1,57 — 6,93 mg Pb Kg™ en las
raices y 0,14 — 0,20 mg Pb kg* en el follaje de Echinochloa frumentacea , en suelos

contaminados (24 — 36 mg Pb Kg?).

El contenido de Pb disminuyd en el suelo fitorremediado con y sin bacterias,
disminucién reportada previamente por Lu et al. (2021) y Gorelova et al. (2022). Al
finalizar el presente estudio se alcanzé 57,58 % de remocion del contaminante en
el suelo de las plantas donde no se aplicaron bacterias y 78,83 % cuando se
aplicaron bacterias. El rango del porcentaje de remocion del Pb es superior a 13,01
— 31,89 % registrado por Lu et al. (2021) en suelos contaminados con2 — 5 %

de Pb y remediados con Artemisia capillaris y Plantago asiatica L.

La fitorremediacidon de suelos contaminados con metales puede ser
mejorada con procesos como la sinergia entre plantas y microorganismos
promotores de crecimiento en plantas, adicion de agentes quelantes o de
enmiendas y uso de plantas transgénicas (Gavrilescu, 2022). Los microorganismos
favorecen la fitorremediacion del suelo contaminado, de manera directa al reducir
el efecto téxico e incrementar el metal absorbido en las raices y el follaje (Manzoor
et al., 2019) y de manera indirecta a través de la promocion de crecimiento en las
plantas (Gavrilescu, 2022).

Los microorganismos promotores de crecimiento incrementan la solubilidad
del Pb porque disminuyen el pH (Manzoor et al., 2019), adsorben en su superficie
y precipitan el Pb (Zhu et al., 2022), oxidan al acetato y reducen el Pb Il a plomo
metalico (Abdebrahman y Younggy, 2021), capturan el Pb por el mecanismo de
biosorcién (Saleh, 2005); modifican la biodisponibilidad del Pb mediante la
produccion de sideréforos, solubilizacion de fosfatos, produccion de acidos
organicos y exopolisacaridos (Shah y Davery, 2020) y transforman el Pb a formas

inertes como sulfato de plomo y sulfuros de plomo (Rigoletto et al., 2020).

Los microorganismos promotores son favorecidos por los exudados

radiculares de las plantas tolerantes al Pb, como lo reportaron Kushwaha et al.
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(2022), quienes caracterizaron los exudados y extractos radiculares de
Chrysopogon zizanioides. Las plantas se mantuvieron en solucion Hoagland con
100 mg Kg* de Pb Il y en el dia 20 se incrementaron los carbohidratos totales (27

%), azlcares reductores (21 %), proteina (9 %), &cidos fendlicos (15 %), flavonoides
(14 %) y alcaloides (12 %) en los exudados radiculares, asi como 43, 56, 24, 8, 12
y 18 % en los extractos radiculares. Este resultado evidencié que las plantas
desarrolladas en suelos contaminados con Pb son fuente de carbono que modifica

la actividad y el nimero de microorganismos radiculares.

Los exudados radiculares favorecen la solubilidad y movilidad de los iones y
por tanto mejoran la eficiencia de la fitorremediacion (Kushwaha et al., 2022). Al
respecto, Kim et al. (2010) demostraron que los acidos citrico y oxalico liberados
por las raices de Echinochloa cruz-galli incrementaron la traslocacion del Cu Il, Cd
II'y Pb Il desde las raices hacia el follaje. Los fenoles y flavonoides presentan
actividad antioxidante y los alcaloides estan relacionados con los mecanismos de
defensa de la planta. Los exudados radiculares son utilizados como nutrientes por
microorganismos rizosféricos y favorecen la colonizacién temprana para inducir
respuestas gquimiotacticas en las bacterias como lo demostraron Kushwaha et al.
(2022) en condiciones in vitro con extractos de Ch. zizanioides frente a A. junii, B.

subtilis y B. licheniformis.

Los géneros Pseudomonas y Acinetobacter se identificaron en las bacterias
del consorcio 1. El respecto se coincide con Manzoor et al., 2019 (Pseudomonas)
y Abdelrahman y Younggy, 2021 (Acinetobacter). Las bacterias reportadas como
tolerantes al Pb, con potencial para la fitorremediacion de suelo contaminado con
el metal pesado pertenecen a los géneros Klebsiella, Pseudomonas, Sporosarcina,
Microbacterium, Staphylococcus, Bacillus (Manzoor et al., 2019), Flavisolibacter,
Kaistobacter (Liu et al., 2018), asi como las especies Acinetobacter calcoaceticus
(Zhu et al., 2022), Delftia acidovorans y Azonexus caeni (Abdelrahman y Younggy,

2021), Citrobacter freundii y Klebsiella pneumoniae (Saleh, 2005).
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VI. CONCLUSIONES

6.1 El suelo del botadero de residuos sélidos municipales de Reque, presenté una

6.2

textura arenosa, condicion no salina, niveles bajos de nitrégeno y fosforo, nivel
medio de potasio y los metales pesados Cr (16,94 ppm), Pb (11,91 ppm) y Cd
(1,12 ppm). Asimismo, en el suelo se cuantificaron 1,5 x 10 NMP/g de
microorganismos totales y 28 NMP/g de microorganismos tolerantes al Pb.

El 20 % de las malezas investigadas se considero tolerante al Pb, entre las que
se incluyeron a Echinochloa colonum, Cyperus corymbosus y Sorghum

halepense con indices de tolerancia de 0,80; 0,76 y 0,72 % respectivamente.

6.3 Todas las bacterias constituyentes del consorcio 1 solubilizaron fosfato tricalcico

6.4

6.5

6.6

y produjeron AlA y se cuantificaron 7,97-11,93 ppm de fdsforo soluble y 51-69
ppm de &cido indol acético (AlA). El 50 % de las bacterias constituyentes del
consorcio 2 solubilizaron fosfato y el 100 % produjo AlA. El 33,3 % de bacterias
constituyentes del consorcio 3 solubilizaron fosfato y el 50 % produjo AlA.

Los consorcios de bacterias rizosféricas influenciaron de forma positiva en el
crecimiento de las malezas tolerantes al Pb y se observo 4,14 — 14,32 % de
incremento en la biomasa fresca de las plantas inoculadas, asi como también se
redujo el nivel de fitotoxicidad del suelo fitorremediado, el cual se calificé como
bajo en el tratamiento de E. colonum + consorcio bacteriano 1.

Los parametros de la fitorremediacion de Pb en el suelo con menor fitotoxicidad
sembrado con E. colonum se incrementaron con la inoculacion de los consorcios
bacterianos. El porcentaje de remocion de Pb en el suelo fue de 78,83 % con E.
colonum inoculada con el consorcio bacteriano 1 y 57,58 % con E. colonum sin
inoculacién de bacterias.

Las bacterias del consorcio bacteriano 1 con la mayor influencia en la
fitorremediacion se identificaron en los géneros Pseudomonas (cédigos 1, 3, 7,

9) y Acinetobacter (codigos 4, 6).
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Vil.  RECOMENDACIONES

Identificar a nivel molecular las bacterias constituyentes del consorcio 1 aislado
de la rizésfera de E. colonum.

Comparar la remediacion de suelo contaminado con Pb mediante el cultivo de E.
colonum con y sin el consorcio bacteriano 1 en condiciones de campo.

Investigar la eficiencia de la remocion de Pb por E. colonum en el sistema de

humedales artificiales con y sin el consorcio bacteriano 1.
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Analisis de normalidad, homogeneidad y ANOVA de la biomasa fresca de las

malezas a los 90 dias después de lainoculacién de consorcios bacterianos

Pruebas de normalidad

Prueba de homogeneidad

Estadistico de Levene

Kolmogorov- Smirnnov Shapiro- Wilk
D= 0.090701 W= 0.95942 Grado de libertad 5
a " F- Valor 10,083
P-valor= 0,9598 P-valor = 0,5905 Pr(>F) p- valor 0,454
ANOVA
Df suma de cuadrados media de cuadrados F-valor P -valor
Tratamientos 5 43,97 8,79 42,67 0,001
Residuales 12 2,47 0,206
Prueba de contraste - Tukey
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