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RESUMEN

El objetivo de la investigaciéon fue determinar la Bioacumulacion, translocacion,
efectos morfologicos e indices de crecimiento por causa del metal pesado plomo
en plantulas de pifia (Ananas comosus (L.) Merrill), utilizando un disefio
experimental completamente randomizado con 4 niveles de concentracion de
plomo (0.0; 310.8; 621.6; 932.3 ppm.) y 8 repeticiones. Las plantulas se evaluaron
a los 60 dias. Los datos obtenidos en el laboratorio indican que la Bioacumulacién
y translocacion es de progresion lineal de acuerdo a la concentracion de plomo;
mostrando la Csz la mayor bioacumulacion de plomo: C3 (13961 mg Pb/kg); y lo
mismo en las concentraciones de la biomasa radicular: C3 (23926 mg Pb/kg); por
lo que indican que Ananas comosus (L). Merrill, es una planta bioacumuladora
del metal pesado plomo. Respecto al factor de translocacion (FT) es Ci (0.358);
C2 (0.484) y Cs (0.584), mostraron un factor menor a 1 indicando que son
translocadora en menor grado. El patron morfoldégico mostr6é delgadez y hojas
dobladas, marchites, necrosis en hojas y raices de Csz. Se mostré disminucion

lineal respecto al indice de crecimiento;

Palabras clave: Bioacumulacién, translocacion, plomo, planta in vitro, Ananas

comosus L. Merrill, medio de cultivo.



ABSTRACT

The objective of the research was to determine the Bioaccumulation,
translocation, morphological effects and growth rates due to the heavy metal lead
in pineapple seedlings (Ananas comosus (L.) Merrill), using a completely
randomized experimental design with 4 levels of concentration of lead (0.0; 310.8;
621.6; 932.3 ppm.) and 8 repetitions. Seedlings were evaluated at 60 days. The
data detected in the laboratory indicate that the Bioaccumulation and translocation
is of linear progression according to the lead concentration; Cs showing the
highest bioaccumulation of lead: Csz (13961 mg Pb/kg); and the same in the
concentrations of the root biomass: Cs (23926 mg Pb/kg); so they indicate that
Ananas comosus (L). Merrill is a bioaccumulating plant for heavy metal lead.
Regarding the translocation factor (FT) is C1 (0.358); C2 (0.484) and Cs (0.584),
had a factor less than 1 indicating that they are translocators to a lesser degree.
The morphological pattern showed thinness and folded, wilted leaves, leaf
necrosis and Cs roots. It decreased linearly with respect to the growth rate;

Key words: Bioaccumulation, translocation, lead, in vitro plant, Ananas

comosus L. Merrill, culture medium.

Vi



INDICE GENERAL

(D] =l B [OF AN O] = VA T i
A GRADE CIMIENT O ittt et ettt ettt ettt ettt e ea s rere e eaenenss iv
RE SUMEN ... e e e e e e e e \Y}
A B S T R A T i e ettt ettt Vi
INDICE GENERAL . ....eee ettt ettt e e e e e et e e e e et e e e e eeae e e Vii
CAPTTULO Lottt e, 1
INTRODUGCCION ...ttt ettt ettt 1
1.1. Problema de investigacion ..o 2
1.2. Formulacion del problema..........cccoieiiiiii e 3
1.3.  Objetivos de INVESTIgACION.......ccciiiiieeeiiiie e e 4
S o 1T oo ] (=S PRSP 4
CAPTTULO .ottt e, 5
REVISION DE LITERATURA ..o oottt ettt ee e 5
2.1. Antecedentes tedricos de la investigacion .........c.cccoceeeeiiiiieeecciiee e 5
2.2, BaASES 1O I CAS . eeeee i eeeeee e ———— 9
CAPTTULO L.ttt et e et e e e e e e e e, 18
MATERIALES Y METODO ... ettt e e 18
3.1. Ubicacién geografica de lainvestigacion. ........ccccccccveeeivviiciiiieneee e, 18
I |V = 1 £ A =1 [T 18
IR T Y/ 11 (o Yo [0] (o] o | F- OO RPPPPPP PP 19
I N AV Y 1T = Toa 101 g (=TT 23
B340, BiOACUMUIBCION .ottt e e e e e e e e e e e eeeeeeas 23
3.4.2.  Factor de tranSIOCACION .....coo vt e e 24
3.4.3. Morfologia de plANtUIAS: ..ot 24
3.4.4.  INAICES AEI CrECIMIENTO ..ottt ee et e et ee e eee et eeeeeeans 24
3.44.1. Relacion de CreCimieNTO ..ot 24
3.4.42. Indice de tolerancia del plomo (IT).....ccccoviivereesieeeeee e, 24
3.5, ANALISIS @S AU ISTIC O eeeee e et 25
CAPTTULOD IV oottt e et e e e e 27

vii



RESULTADOS Y DISCUSIONES. .......coiiiiiiiiiiii e 27

4.1, BiOACUMUIBCION ..o et 27
4.2, Factor de tranSIOCACION ...t 30
4.3. Variaciones del patron morfoldgiCo........ccceviiiiiiieiiiiii i 31
4.4, INAICES AEI CrECIMIENTO «eveeeeeeee oottt eee e et e e e e e e e reeeaeas 33
4.4.1. Relacion de CreCimiENTO ... ettt 33
4.4.2. Indice de torlerancia del PlOMO ......coooiiiiiiiiiiece e 37
CAPTTULO V e e ettt e e et e e e e e, 40
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES. ... ..o 40
CAPTTULO VI oottt ettt e e e e e 41
BIBLIOGRAFIA ..., 41
CAPTTULO VI oottt et e e eee s 48
ANEXO Y APENDICE . ..o oottt e e e e e e 48

viii



CAPITULO |
INTRODUCCION

El plomo ocurre de forma natural en el ambiente; sin embargo, la mineria es el
mayor generador en el Perl. La produccion nacional de plomo en el 2018 registré
un volumen de 289.195 TMF, Peru logré escalar una posicion ubicandose en
tercer lugar como productor mundial de plomo con un aporte del 6.5% del total
producido, permitiendo al Pert reafirmar su posicion de primer lugar en
Latinoamérica y tercero a nivel mundial, mientras China y Australia se ubicaron
en primer y segundo lugar en la producciéon mundial de plomo con una

participacion del 47.5% y 10.2%, respectivamente. (Sanchez et al., 2018)

La fundicidbn de metales para separar los minerales ha introducido muchos
contaminantes al suelo. Las instalaciones mineras y de fundicién liberan enormes
cantidades de metales pesados (plomo) y otros elementos téxicos al medio
ambiente; éstos persisten durante periodos prolongados, mucho después del
término de estas actividades, Estas particulas contaminadas pueden ser
dispersadas por la accion de la erosion hidrica y edlica, pudiendo alcanzar suelos

agricolas. (Ogundele et al., 2017).

Una vez en el suelo, la disponibilidad y posibilidad de absorcién del plomo por
parte de la planta es mejorada por el grado de acidez del mismo. Es mas
disponible y facilmente absorbible en suelos de pH acido, caracteristica quimica
gue a la vez resulta adecuada para el crecimiento del cultivo de pifia (Raskin
1994). Sin embargo, debe tomarse en cuenta que las especies vegetales han
desarrollado tres estrategias béasicas para poder crecer en ambientes

contaminados.

La primera, lo presentan las denominadas plantas exclusoras de metales y
se relaciona con la prevencion de la entrada de los metales 0 mantenimiento de
una baja y constante concentracion de éstos sobre un amplio rango de metales
en las raices; La segunda, lo presentan las plantas llamadas indicadoras de
metales, que acumulan metales pesados en sus tejidos aéreos y generalmente

reflejan el nivel del metal en el suelo; y la tercera, lo muestran las plantas hiper



acumuladoras, capaces de absorber metales pesados en una cantidad
equivalente al 0,1 - 1% de su peso seco, para luego acumularlo en sus partes
aéreas sin sufrir efecto Fito toxico. Esto es posible gracias a la rapida
translocacion del metal a las hojas y su posterior detoxificacion y secuestro en
ellas (Ghosh y Singh 2005).

La pifia, es una especie vegetal que éptimamente es cultivada en suelos de
pH &cidos, cuyos frutos tienen una elevada y creciente demanda en el mercado.
Estas propiedades la convierten en un excelente vehiculo para el traslado del
plomo desde el suelo al organismo del consumidor, en razén a lo cual, es de suma
importancia conocer cudl de las tres estrategias antes descritas ha desarrollado
al ser rutinariamente cultivada en suelos acidos donde el plomo es el

contaminante de mayor disponibilidad (Basantes y Chasipanta 2012).

Bajo este razonamiento, en la presente investigacion se sometié un plantel
selecto de plantulas in vitro de pifia (Ananas comosus (L.) Merrill), a la presion de
niveles crecientes de plomo para estudiar la capacidad de bioacumulacion y
translocacion de este metal en sus tejidos, asi como sus efectos en la morfologia

de la plantula.

1.1. Problema de investigacion

Los metales pesados son peligrosos porque luego de su introduccién en la
planta, tienden a bioacumularse en sus diferentes tejidos. Esto significa que su
concentracion va aumentando en la planta hasta convertirlo en insegura o no apta
para su uso por otros organismos. El plomo (Pb), por ejemplo, es un contaminante
ambiental altamente toxico, cuya presencia en el ambiente se debe
principalmente a las actividades antropogénicas como la industria, la mineria 'y la
fundicion (Basantes y Chasipanta 2012). En los estudios realizados en lima
demostraron que se encontraba por encima de lo permitido por los Estandares de
Calidad Ambiental (ECA — Peru: 140 ppm) mostrando resultados mayores a 170
ppm de Pb (Tello et al. 2018)



En los suelos contaminados se encuentra una carga electrostatica que es la
fuerza de repulsion o atraccion del material gracias a sus caracteristicas idnicas
y de polaridad, el factor que influye directamente el potencial de biosorbente es
el pH de la solucion, puesto que aun pH acido se observa el incremento de la
negatividad de la carga elevando la posibilidad de formacién de enlaces con

compuestos de carga positiva (Mantilla et al. 2008; Moreno y Monica 2016).

La pifia es una fruta que se siembra en pH acido con carga positiva generando
las caracteristicas de un biosorbente de plomo, ademas es muy apreciada en
todo el mundo, ya que constituye una fuente natural de proteinas, vitaminas A, B
y C, minerales como el hierro y fésforo y sustancias fermentativas que ayudan a
proteger la membrana estomacal, rica en carbohidratos y fibra, por lo que es
conocida como un alimento digestivo, debido a que contiene Bromelina, una
enzima que actua sobre la proteina (CONAFRUT 1981). Ademas, la pifia tiene
capacidad para actuar como antioxidante en los sistemas bioldgicos, pudiendo
unirse a polimeros bioldgicos, tales como enzimas, transportadores de minerales,
catalizando el transporte de electrones y depurando radicales libres produciendo

mecanismo de biosorcidon (Gryglewkirj et al. 1987).

De lo expuesto se deduce que la pifia es una especie vegetal importante en la
alimentacion humana pero extremadamente vulnerable a la contaminacion por
metales pesados, especialmente de plomo, sobre todo si es cultivada en el suelo
gue técnicamente corresponde. Esto es en suelos de origen volcanico y pH acido,
condiciones bajo las cuales el plomo es mas soluble y absorbible por la planta.
En este contexto, se inicio la investigacion como un medio para determinar la

capacidad de bioacumulacion y translocacion del plomo en la plantula de pifa.

1.2. Formulacion del problema

¢ Como varia la bioacumulacion y translocacion de plomo en plantulas in
vitro de pifia (Ananas comosus (L.) Merrill), en funcién de su concentracién en el

medio de cultivo?



1.3. Objetivos de investigacion
Objetivo general.

Determinar las variaciones de bioacumulacién y translocacion de plomo en
plantulas in vitro de pifia (Ananas comosus (L.) Merrill), en funcion a su

concentracién en el medio de cultivo.

Objetivos especificos.

1. Evaluar las variaciones de bioacumulacion de plomo.
2. Evaluar las variaciones de translocaciéon de plomo.
3. Evaluar las variaciones del patron morfologico.

4. Evaluar indices del crecimiento de las plantulas.

1.4. Hipétesis

La bioacumulacion y translocacion de plomo en plantulas in vitro de pifia
(Ananas comosus (L.) Merrill), registra un incremento lineal en funcién a su

concentracion en el medio de cultivo.



CAPITULO I
REVISION DE LITERATURA
2.1. Antecedentes tedricos de la investigacion

Rodriguez (2016), evalu6 la capacidad de Prosopis laevigata como
acumuladora de metales pesados, entre ellos el plomo, con la finalidad de
determinar la capacidad de bioacumulacion. Las Semillas se cultivaron
asépticamente durante 50 dias en medio de cultivo Murashige & Skoog
suplementado con 50 mg/L de Pb. El tratamiento tuvo indice de tolerancia (IT =
0.85). Respecto a la acumulacion de metales en los tejidos, en general, se
observé mayor acumulacion en raices que en tallos (785 mg/kg de raices de Pb).
P. laevigata; puede ser considerada como potencial hiper acumuladora de metal
pesado y al ser consumida por el ganado, podria significar un riesgo para la salud

humana.

Blas (2015), estudio el efecto del plomo en el crecimiento de plantulas de
Acacia macracantha Willd. “espino” en condiciones de laboratorio, en las
concentraciones de 0; 50; 100; 200 y 400 mg Pb/L en un sistema hidroponico. Se
realizé el analisis de cada tratamiento separando la raiz y la parte aérea (tallo y
hojas), por el método de espectrofotometria de absorcion atdmica y se determiné
la bioacumulacién de plomo, observando que el plomo causé efecto en Ts (400
mg/L) en las variables de longitud de Raiz (9.06cm) y longitud de tallo (9.55 cm),
en relacion al testigo (12.26) y (12.46) respectivamente. La cantidad de

bioacumulacion tuvo el valor de 3,904 mg Pb/g.

Ebbs y Kochian (1997), examinaron plantas de Brassica juncea, B. rapa y B.
napus L. cultivadas hidropénicamente durante 14 dias adicionales en presencia
de Zn elevado (6.5 mg L), Cu (0.32 mg L), para cuantificar los efectos toxicos
de estos metales en varios parametros de crecimiento diferentes. Con pocas
excepciones, tanto el peso seco de la raiz como el de los brotes para las tres
especies disminuyeron significativamente en presencia de metales pesados. La
acumulacion fue mayor en los brotes que en la raiz. La Brassica spp. fueron mas

efectivos para eliminar el Zn de la solucion nutritiva que el Cu.



Lerda (1992), estudi6 el efecto del plomo en Allium cepa L. a concentraciones
de 0,1; 1,0; 10; 50; 100 y 200 ppm. El analisis se centro en el crecimiento de la
raiz, la frecuencia de la mitosis en una zona meristematica y las aberraciones
cromosomicas. Se observo que el plomo reduce el crecimiento de la raiz y la
frecuencia de las células mitéticas en zonas meristemética, y aumenta la
frecuencia de las células aberrantes. La intensidad de los efectos es una funcion

de la concentracion de plomo.

Hoyos y Guerrero (2014), investigaron la concentracion de Pb por
bioacumulacién de Brassica oleracea subsp. Capitata (L.) Metzg. Y Raphanus
sativus L., regadas con aguas a diferentes concentraciones de cada metal. Para
ello se trabajé con 20 plantas, estas fueron sometidas a tratamientos de 0, 150 y
300 mg/L de cada metal con 4 repeticiones durante 60 dias, realizando analisis
correspondientes de plomo por espectrofotometria de absorcion atbmica Perkin
Elmer. Los resultados refieren que en la parte aérea de B. Oleracea Subsp.
Capitata (L.) Metzg., en la raiz de R. sativus L. el plomo y el cadmio se
bioacumulan con mayor concentracion en soluciones de 300 mg/L, lo que
demuestra que existe una relacion direccional ascendente con las soluciones

concentradas de los diferentes tratamientos.

Padilla (2005), estudié la eficiencia de remocion de Eichhomia crassipes,
Scirpus californicus y Cyperus corymbosus, en la acumulacion de plomo. Con la
finalidad de conocer la acumulacion de estos elementos quimicos en sus
diferentes partes. La investigacion se realizé a través del tratamiento durante 60
dias y la observacion microscopia de cortes histolégicos de las diferentes partes
de la planta, luego se realizé la evaluacion de espectrofotometria de absorcion
atomica. Los resultados indicaron que las plantas utilizadas resisten a la accién
de los elementos quimicos citados y tienen capacidad de almacenarlas en sus
raices, con menores concentraciones en la parte aérea, por lo que concluye que
E. crassipes, S. Californicus y C. corymbosus, son eficaces en la absorcion de los
metales pesados y entre ellas E. crassipes, tiene mayor habilidad en la absorcién

y acumulacion.



Sanchez (2010), estudio el mecanismo de adsorcion y acumulacién intracelular
y la hiperacumulacién de Pb?* en Salvinia minima a diferentes niveles,
determinandose la hiperacumulacion de Pb?* en intervalo de concentraciones
Pb?* (0.8; 2.70; 4.70; 15.18; 28.40 mg) y tiempos de exposicion (0.5; 2; 4; 6; 8 y
24 h) en presencia de ciertos compuesto organicos e inorganicos (acido
propionico y sulfato de magnesio). Este proceso se debe principalmente a la
adsorcion (FAD en el intervalo de 780 a 1980), resultado de sus extraordinarias
caracteristicas fisicoquimicas. Asimismo, se encontré que el Pb?* fue acumulado

intracelularmente a concentraciones altas como 28.40 mg Pb?*/L

ZarazUa et al. (2013), evaluaron la Bioacumulacion del metal Pb en las partes
aéreas y sumergidas de Hydrocotyle ranunculoides. Se tomaron muestras de H.
ranunculoides en seis sitios del rio, se analizaron por la técnica de
espectrofotometria de emision optica de plasma (ICP-OES). En la parte aérea de
H. ranunculoides los resultados muestra que Pb (<1.1 mg/kg) y en la parte
sumergidas Pb (7.70 mg/kg), la bioacumulacion fue mas alto en las estructuras
sumergidas de la planta lo que demuestra una baja movilidad para los metales
analizados. Como resultado de este estudio se puede considerar que H.
ranunculoides es un buen indicador de contaminacion por metales en cuerpos de
agua y tiene la capacidad de concentrar (= 70%) y bioacumulan metales pesados

principalmente en las estructuras sumergidas.

Arunakumara et al. (2007), realizaron un estudio comparativo de
bioacumulacion del plomo en Synechocystis sp., bajo condiciones de laboratorio.
El crecimiento fue medido mediante el conteo de células, revelando que las bajas
concentraciones de Pb provocan una ligera estimulacion del crecimiento de
Synechocystis sp. Se observé una rapida remocion de los metales durante los
dos primeros dias de incubacion, seguida por una reduccion gradual. Las
maximas acumulaciones se registraron después de seis dias. La especie resultd
ser una buena acumuladora de metales con factores de bioconcentracion de 20
657 para el Pb?*.



Ospina et al. (2006), realizaron bioensayos con algas para el manejo y control
de la contaminaciébn por sustancias toxicas, evaluando la capacidad de
acumulacion de plomo (Pb) en el alga verde Rhizoclonium riparium en
condiciones de laboratorio. Los especimenes del alga fueron expuestos a
concentraciones de 0.1; 1.0; 10 y 15 pg/ml de plomo por periodos de 2; 12; 24y
144 horas a diferentes concentraciones de salinidades (0; 5; 15; 30 y 60 %). Las
concentraciones de metal fueron determinadas por espectrofotometria de
absorcién atémica. Las mayores tasas de acumulacién del metal se encontraron
a una salinidad de 15 % mostrando un patrén lineal que increment6é con la

exposicion en el tiempo.

Gupta y Rastogi (2008), realizaron una investigacion a través de un analisis
experimental de espectrofotometria atobmica de la biomasa cuyos resultados mue
cuyos resultados muestran la sorcion de Pb (ll) a partir de biomasa de algas
verdes filamentosas Spyrogira sp; para lo que se llevo a cabo experimentos para
determinar las propiedades de biosorcion de la biomasa y se observd que la
capacidad maxima de adsorcion de iones de Pb (Il) fue alrededor de 140 mg de
metal por g de biomasa, a pH 5,0 en 100 minutos. Los resultados indicaron que
la biomasa de Spyrogira sp; es un biosorbente eficiente para la eliminacién de Pb
(1) a partir de soluciones acuosas.

Modher et al. (2009), Estudiaron los efectos de la concentracion inicial y el
tiempo de contacto, pH y la temperatura sobre la biosorcion de plomo (lIl) por la
biomasa de Spyrogira neglecta y tuvo como resultados que la capacidad maxima
de adsorcion de plomo (Il) se vio afectada por la concentracion inicial, aumento
con el pHy latemperatura de la solucién de plomo (Il). La capacidad de adsorcion
maxima (Q. Max.) de plomo (Il) por la biomasa no viviente de Spyrogira neglecta
fue de 132 mg/g. El analisis FTIR (espectroscopia de transmisién de infrarrojo con
transformada de Fourier), de la biomasa alga revelo la presencia de amina y el

grupo carboxilo que eran responsables de la adsorcion de plomo (Il).



En enero del 2012, Siccha, evalud en la Universidad Nacional del Callao, la
eficacia de la biosorcibn de plomo mediante cochayuyo pre tratado
(Chondracanthus chamissoi); cuyos resultados mostraron que ésta especie es un
biosorbente eficaz, en la fase de vida esporofitica y el tratamiento del alga con
cloruro de calcio (CaCl2), con un tamafio de particula menor a 75 pum, presenté
resultados 6ptimos para la biosorcion del Pb (1) con una capacidad de biosorcién
de 111,72 mg/g.

2.2. Bases tedricas

2.2.1. Metales pesados.

El termino metal pesado se utiliza en referencia a metales cuyo peso especifico
es mayor gue 5 g.cm?® o disponen de un niimero atémico mayor a 20 (Barcelé y
Poschenrieder 1990).

Su presencia en la corteza terrestre es inferior al 0,1 % y casi siempre menor
del 0,01%; no obstante, en primer lugar, conviene clarificar que el termino metales
pesados es impreciso, en verdad se pretende indicar con este término a aquellos
metales que, siendo elemento pesados, son toxicos para la célula. Sin embargo,
en realidad cualquier elemento que a priori es beneficioso para la célula, en
concentraciones excesivas puede llegar a ser toxico. Por tanto, se seguira
manteniendo el termino metal pesado para definir dichos elementos (Navarro et
al. 2007).

Bautista (1999), sostiene que, bajo condiciones normales, la mayoria de los
compuestos de los metales potencialmente toxicos se encuentran en cantidades
fijadas por consideraciones de origen geoldgico y en formas quimicas muy
insolubles, por lo tanto, no representan un peligro para la biota, no obstante,
debido a las actividades humanas, principalmente la industrial, esta situacion ha
cambiado radicalmente. Se han acumulado en los suelos diversos compuestos
de estos elementos en grandes cantidades, rompiendo el equilibrio natural y
causando la contaminacion de acuiferos y, en ocasiones la introduccién de estos

elementos a la red trofica.



Los metales pesados en los organismos ocasionan problemas de toxicidad
(capacidad intrinseca de causar dafio, incluyendo los efectos potencialmente
carcinogénicos, mutagénicos y teratogénicos) al reaccionar con los atomos de
azufre presente en las proteinas, con lo que se produce una desactivacion
enzimatica; también, por reemplazo de otros cationes esenciales en la estructura

de las biomoléculas; ademas de ser bioacumulables (Boudou y Ribeyre 1989).

2.2.2. Plomo

El plomo representa aproximadamente el 0.002% de la corteza terrestre y es
el elemento mas abundante entre los metales pesados, el plomo es divalente con
82 de numero atémico, de peso atémico 207,19; con una densidad relativa de 11,
4 g/cc (Albert 1997).

Aunque hay mas de 200 minerales de plomo, los mas importantes son la
galena (PbS), la cerusita (PbCO3), la Cromato de plomo (Il) (PbCrOs) y la
piromorfita ((Pbs) (POa4)3Cl). Pertenece al grupo IV-A de la tabla periddica y
presenta dos estados de oxidacion +11 y +IV. En la mayoria de sus compuestos
inorgénicos el plomo tiene estado de oxidacion +lI; de estos, las sales de bromuro
y cloruro son ligeramente solubles en agua mientras que las sales de carbonato

y las sales basicas son completamente insolubles (Bradl et al. 2005).
A. Plomo en el suelo

El comportamiento del plomo en los suelos y los sedimentos esta controlado
por tres factores: (1) su adsorcion especifica con varias fases sélidas, (2) la
precipitacién de compuestos de plomo que presentan una elevada estabilidad, y
(3) la formacion de complejos o quelatos muy estables con la materia organica de
los suelos y sedimentos. El plomo presenta una elevada adsorcién por los 6xidos
de manganeso y de hierro, mas fuerte que cualquier otro metal, siendo mayor

para los 6xidos de manganeso (Jaworski 1987).
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B. Plomo en el organismo

El plomo puede penetrar en el organismo a través del agua, alimentos
contaminados, polvillo desprendido de pinturas que lo contengan, inhalacion de
los gases desprendidos de los vehiculos. Por muy pequefia que sea la cantidad
de plomo en el organismo repercutira sobre las funciones bioquimicas del cuerpo
humano. El plomo en la sangre causa dafios en casi todos los sistemas. Dificulta
la produccién de hemoglobina e impide la capacidad de transporte del oxigeno.
Se acopla a las enzimas del cerebro y del sistema nervioso e impide su
funcionamiento. El plomo se deposita en los huesos y se hace notar como una

enfermedad latente, dificilmente reconocible (Palencia 2010).

2.2.2.1  Produccién de plomo.

La mineria, la metalurgia y la transformacion del plomo han sido causa, en
tiempos pasados, de importantes emisiones, la mayor parte de ellas en forma de
residuos sélidos. Las fuentes mdviles siguen siendo la principal fuente de emision
y de contaminacion de aire, agua y suelo en muchos paises, mientras que, en
otros en los que la gasolina con plomo ha sido prohibida, aun existen suelos
contaminados por el uso anterior de aquella. Aunque las pinturas a base de plomo
tienden a desaparecer, sus residuos, procedentes de viejas construcciones o
aplicaciones especiales, siguen representando una fuente de contaminacion de

los suelos y de las aguas de relativa importancia (UNIPLOM 2004).

El plomo es removido del aire por la lluvia y por particulas que caen al suelo a
aguas de superficie. Entonces, el suelo se contamina por la adherencia de este
material a sus particulas. La principal fuente de contaminacion del suelo es la
pintura que por desgaste se desprende de edificios y otras estructuras. La
contaminacion del agua se da por los vertimientos de aguas residuales que
contienen desechos de plomo derivados de la industria. Asi mismo por particulas
contaminadas del suelo que son arrastradas hacia las fuentes de agua (Molina et
al. 2010).
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2.2.2.2 Efectos del plomo en la fisiologia de la planta.

Las plantas reaccionan ante la presencia de cualquier agente extrafio,
dependiendo de la forma quimica en el que se encuentren, siendo el acetato de
plomo, el cloruro de plomo y el nitrato de plomo sustancias quimicas solubles en
agua afectan el crecimiento y productividad de muchas plantas. Las plantas
tienen la habilidad de captar, extraer y acumular elementos esenciales y no
esenciales del suelo en la raiz, el tallo y las hojas, formando compuestos y
almacenandolos en la pared celular y la vacuola. Existen evidencias que el
secuestro vacuolar de iones metélicos en las plantas previene la circulacion del

metal en el citosol (Volke et al. 2005).

Las altas concentraciones de plomo alteran procesos bioquimicos y fisioldgicos
de las plantas, dafian las membranas de las células, reduce la transpiracion,
impide la sintesis de proteinas, dafia e inhibe la fotosintesis, altera la actividad de
varias enzimas, causando un dafio irreparable a la raiz y el crecimiento de la
planta. La mayor concentracion de plomo captado por las plantas permanece en
la raiz, esta zona constituye la entrada principal de plomo en plantas superiores
(Enger y Smith 2006).

Los metales viajan desde la raiz hasta la xilema, y la fuerza que mueve esta
solucion es el proceso de osmosis cuyo desarrollo exige de una diferencia de
concentracion entre la parte superior de la planta, donde es mayor, y la parte
inferior de la misma. Ademas, entre ambas se da un potencial hidrico favorable
al impulso ascendente hacia las hojas, en razon a lo cual, los iones libres siguen

la corriente de la transpiracion (Atici et al. 2003).

2.2.3. Bioacumulacién de contaminantes.

Es bien conocido que los contaminantes presentes en el aire, agua, suelo y
sedimentos emigran al interior de los organismos (plantas, invertebrados, peces,
aves, mamiferos, etc.) y que pueden pasar de un organismo a otro, con el
resultado frecuente de altas concentraciones en los niveles troficos superiores.

Cifiéndonos a los ecosistemas acuaticos, ya en los afios 1960 se puso en
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evidencia que algunos contaminantes se almacenaban en el pescado en
concentraciones muy superiores a las presentes en el medio acuatico (Figueruelo
y Marino 2004).

Por bioacumulacion se entiende la acumulacion, valga la redundancia, de un
contaminante en un organismo o una comunidad biolégica debida a la captacion
directa desde el agua y/o por ingestion. El término se emplea para describir tanto
los procesos dinamicos de la acumulacion como el resultado final de la misma en
el organismo. La parte de bioacumulacion resultante del reparto directo del
contaminante entre las fases acuosas y biologicas recibe el nombre de
bioconcentracion, siendo las agallas u otros tejidos en contacto con el agua la via
de ingreso del contaminante en el organismo. Cuando la bioacumulacion se
produce por ingestion de alimentos contaminados se habla de biomagnificacion

(Figueruelo y Marino 2004).

La bioacumulacién es una de las propiedades intrinsecas importantes de las
sustancias quimicas que determinan el potencial de peligro para el medio
ambiente. La bioacumulacion de una sustancia en un organismo no supone un
peligro por si misma pero la bioconcentracién y la bioacumulacion entrafiara una

carga corporal que podra o no conducir a efectos toxicos (OCDE 1998).

La bioconcentracion se define como el resultado neto de la absorcion,
transformacion y eliminacion de una sustancia en un organismo, cCOmo
consecuencia de una exposicion por via acuatica; mientras que la bioacumulacion
engloba todas las vias de exposicién (aire, agua, sedimentos/suelo y alimentos).
Por dltimo, la biomagnificacion se define como la acumulacion y la transferencia
de sustancias a través de la cadena alimenticia, produciéndose un aumento de
las concentraciones internas en los organismos situados en los niveles mas altos

de la cadena trofica (Basantes y Chasipanta 2012).

Los valores de acumulacién de un material a partir de su fase acudtica, indica
la tendencia de una sustancia a la bioacumulacion. Los valores bajos indican un
potencial de bioacumulacién reducido y los valores altos, un potencial elevado
(Naciones Unidas 2005).
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El término “bioacumulativo” se usa para enfatizar la diferencia entre un
indicador ecolégico y un indicador de polucién y la presencia o ausencia de
quienes dan una indicacion del habitat o calidad ambiental. Aquellos que
acumulan contaminantes de sus alrededores o a través de sus alimentos o
ambos, los almacenan en sus cuerpos, de manera que cuando se analizan sus
tejidos, se pueden estimar las concentraciones de esas sustancias en el ambiente
(Hellawell 1986).

A. Caracteristicas de plantas como bioindicador

Segun Hellawell (1986), los atributos deseables de un bioindicador acumulador

ideal son los siguientes:

» Todos los individuos de una especie indicadora deben tener la misma
correlacion entre la concentracion del contaminante en sus tejidos y el

promedio de esta concentracion en el ambiente, en todos los lugares.

» La especie no debe morir al verse sometido a varios niveles de

contaminacion que se encuentra en el ambiente.

» El organismo debe ser sedentario y de ciclo de vida largo para asegurar

gue esté relacionada al area de estudio.

» La especie tiene que ser abundante en todos los lugares y es necesario

gue tenga una amplia distribucién, para hacer comparaciones entre areas.

» Deben ser facilmente cultivables en laboratorio, lo cual también ayuda en
estudios experimentales relacionados de sus respuestas a poluente y

observaciones de campo

Segun Kumar (2013), la retencion de metales pesados en la biosorcion se debe
a diferentes mecanismos que explican la retencién de los iones metalicos entre

los que tenemos:

» Complejacion: el metal se une a los centros activos de la pared celular

mediante enlaces quimicos formando determinados complejos.
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» Adsorcion fisica: la union entre la superficie del sorbente y el metal se

produce por fuerzas de atraccion electrostatica,

» Intercambio iénico: propio de los iones metédlicos divalentes que se

intercambian con los iones propios de los polisacaridos.

» Quimiosorcion: la unién entre el sorbente y el metal se produce por enlaces

guimicos mediante el intercambio de electrones.

» Precipitacion: se asocia a un mecanismo de defensa de algunos
microorganismos, los cuales pueden producir sustancia que precipitan los

elementos téxicos

Segun Diego (2012), la biosorcion esta principalmente influenciada por tres
clases de factores: las propiedades del contaminante entre las que tenemos la
valencia radio del ion, y tamafio, parametros fisicos quimicos y condiciones del
medio como temperatura, pH, fuerza idnica al igual que las propiedades del

biomaterial.

2.2.4. Translocacion

Es el cociente entre la concentracion del metal en los 6rganos aéreos y la raiz
(Olivares y Pefia 2009). Factores de translocacién mayores a 1, sugieren gran
capacidad para transportar metales desde las raices a los 6rganos aéreos,
explicada en su mayor parte por eficientes sistemas de transporte de metales vy,
probablemente, por secuestro de metales en las vacuolas de las hojas y en el
apoplasto (Lasat et al. 2000). En cambio, las plantas no acumuladoras tienen una

mas alta concentracion de metal en raices que en hojas y tallos (Baker 1981).

De acuerdo con Deng (2004), un valor del Factor de Translocacién mayor a 1,
indica eficiente translocacion del metal a brotes, por lo que la planta puede usarse
con fines de Fito-extraccion. Si, por el contrario, dicho valor es menor a 1, la
translocacion del metal es baja, por lo que éste es retenido principalmente en las

raices y puede usarse para Fito-estabilizacion.
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2.2.5. Pifia (Ananas comosus)

La pifia es un herbacea perenne cuya inflorescencia da origen a la fruta,
después de su maduracion la planta desarrolla varios brotes capaces de producir
otros frutos. Al llegar a su adultez la planta llega a medir entre 1-2 m de altura y
1-2 m de ancho inscrita en forma de trompo (Garciduefias 2013).

Garciduefias (2013) clasifico la morfologia de la pifia segun:

» Tallo: Forma de baston que puede llegar a medir hasta 50 cm de longitud,
Su parte aérea es recta y erecta al venir de la corono, pero este se curva

cuando viene de un hijuelo o retofio.

» Hojas: numero promedio va entre 40-80, son sésiles, semirrigidas y

espinosa, son de color verde oscuro, son resistentes a la ruptura.

» Raices: las raices primarias mueren después de la germinacion dando

lugar a raices adventicias fuertes y de limitada ramificacion.

» Inflorescenciay fruto: la inflorescencia se desarrolla a partir del meristemo
apical, tiene alrededor de 200 flores. La fruta se compone de los ovarios

de las flores.

» Corona: es la que corona el fruto con un aproximado de 150 hojas cortas

y resistentes.
A. Lapifiacomo bioindicador

La pifia es una fruta que se siembra en pH acido con carga positiva generando
las caracteristicas de un biosorbente de plomo. Tamay (2019), en su investigacion
demostré que la pifia como biosorbente tiene la capacidad de biosorcion y
desorcion de los iones metalicos de los metales plomo y cobre, esto también
debido a que posee fuerzas de atraccion de cargas, debido al pH optimo que

determina como bioindicador.

La posible via del transporte de plomo a través de la membrana es a través de la

absorcion de los cationes a través de la raiz reteniendo las cargas negativas del

16



plomo gquedando dentro de la raiz debido a su capacidad atraccion ionica (Garcia
2006).
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CAPITULO llI

MATERIALES Y METODO
3.1.Ubicacién geogréfica de la investigacion.

La investigacion se llevo acabo en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal,
ubicado en la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de
Cajamarca, la cual esta localizada en las coordenadas UTM 17 9207041 E y
776619 W, y a una altitud de 2750 m.s.n.m. en el departamento de Cajamarca,

Perd.
3.2. Materiales.

3.2.1. Material biolégico
Plantulas in vitro de pifia (Ananas comosus (L.) Merrill), procedentes del

Banco de Germoplasma del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal (Anexo 1).

3.2.2. Soluciones
Medio de cultivo Murashige & Skoog, 1962 y medio MS, 1962 modificado por

Buendia-Gonzales (Tabla 1).

Tabla 1. Elementos del Medio de cultivo Murashige & Skoog, 1962, modificado por

Buendia-Gonzales et al. 2010.

Macro elementos g.L?
NH4NO3 1.65
MgSO4.7H0. 0.37
CacCl,.2H,0. 0.44
1
Micro elementos Mg. L
H3BO:s. 6.2
MnSQO4.4H,0. 22.30
NaMoQO4.2H,0. 0.25
CuS0.4.5H;0. 0.025
CoCl,.6H20. 0.025
SACAROSA 10 g.L*

Solucion de nitrato de plomo [Pb (NOs)2] a 10000ppm, soluciones reguladoras
de pH: HCI 0.1N y NaOH 0.1 N, alcohol etilico 90 %, hipoclorito de sodio.



3.2.3. Materiales de laboratorio

Mandil, pinzas, bisturies, algoddn hidrofilico, papel aluminio, Material de vidrio

(Tubos de ensayo, Matraces, frascos), Guantes, Mascarilla.

3.2.4. Materiales de oficina
Marcadores de vidrio, lapiceros, papel bond, laptop, cadmara fotogréfica,

cuaderno de apuntes.
3.3.Metodologia
3.3.1. Trabajo de Laboratorio
3.3.1.1. Fase pre experimental:

Las plantulas in vitro de pifia, procedentes del Banco de Germoplasma del
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal, fueron convenientemente clonadas en
medio de cultivo Murashige & Skoog, 1962 de consistencia liquida (Tabla 1),
depositado en frascos de vidrio de boca ancha y 230 mL. de capacidad (frascos
mostaceros). Cada frasco contuvo 30 mL. de medio de cultivo con pH regulado a

5.6 y debidamente esterilizados con calor humedo (121°C por 20 minutos).

Figura 1. Plantulas de pifia en el medio de cultivo.

19



Las plantas in vitro recibidas del Banco de Germoplasma del Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal, tuvieron sesenta dias de edad, mostraron un aspecto
vigoroso y formaron matas, las cuales fueron asépticamente subdivididas e
inmediatamente sub cultivadas en el medio MS, 1962 de consistencia liquida.
Posteriormente, los cultivos fueron Incubados a 25°C, fotoperiodo largo (16h luz/8
h oscuridad) y 2000 lux de intensidad luminica. Bajo estas condiciones la
poblacion original de plantulas fue significativamente incrementada. Finalmente,
cuando las plantulas in vitro registraron una altura promedio de 2 cm, se procedi6
a seleccionarlas en base a su altura (2 cm), aspecto externo (vigorosas), biomasa
radicular (2 cm de longitud) y nimero de hojas (3 a 4). De esta manera se logro
conformar una poblacion compuesta por 80 plantulas, con las cuales se inicio la

fase experimental.

3.3.1.2. Fase experimental:

a) Preparacion de la solucion concentrada de plomo: Haciendo uso de
agua destilada estéril, como solvente, se disolvié 1 gramo de nitrato de plomo [Pb

(NO3).] a fin de obtener una solucién concentrada de 1 000 ppm Pb (NO3)>.

1

,’-,.-I'(-i'x-x!\ll'-"“

Figura 2. Preparacion de la solucién concentrada de plomo
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b) Preparacién de medios de cultivo (tratamientos): Dos dias antes de la
siembra in vitro, se preparé 1000 mL de medio MS, 1962, modificado por
Buendia-Gonzales (Tabla 1), de consistencia liquida, con pH regulado a 5.6. Este
volumen de medio de cultivo fue compartido en 4 partes de 250 mL, cuyos
constituyentes fueron complementados con plomo en las concentraciones

especificadas en la Tabla 2.

Figura 3. Preparacion de medio de cultivo.

c) Cada una de las cuatro partes de medio de cultivo MS 1962, modificado
por Buendia-Gonzales, conteniendo un determinado nivel de plomo
(tratamientos) fue depositado en matraces de 250 mL de capacidad, debidamente
identificados, herméticamente tapados con papel aluminio y esterilizados en

autoclave a 121°C por 15 minutos.

Figura 4. Matraces con determinado nivel de plomo
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d) Sustitucién de medios de cultivo: Bajo condiciones de estricta asepsia,
los medios de cultivo MS, 1962 que sustentaron el crecimiento y desarrollo de las
plantulas de pifia en la fase pre experimental, fueron sustituidos con un volumen
semejante (30 mL/envase) medio de cultivo MS 1962 modificado por Buendia-
Gonzales, conteniendo los niveles de plomo sefalados en la Tabla 2.

Figura 5. Sustitucion de medios de cultivo
e) Realizada la sustitucion de medios de cultivo, los envases conteniendo a
las plantulas de pifia, fueron Incubados en la cdmara de crecimiento con una
temperatura regulada a 25°C, fotoperiodo de 16h luz/8 h oscuridad y 2000 lux de

intensidad luminica.

Figura 6. Plantulas incubadas en la camara de crecimiento
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f) Andlisis quimico de las plantulas in vitro: Antes de la sustitucién de medios
de cultivo y al término de la fase experimental las cuales tuvieron un tiempo de
exposicion de sesenta dias, se tomaron muestras representativas de plantulas in
vitro de Pifia a fin de someterlas a un analisis quimico en un laboratorio acreditado

para evidenciar su contenido de plomo.

3.3.1.3. Tipo deinvestigacion

Experimental, porque el estudio consiste en hacer variar la variable

independiente para ver si también varia la variable dependiente (Cazau 2006).

3.3.1.4. Factores y sus niveles considerados para el estudio

Tabla 2. Factores, niveles considerados para el estudio.
FACTORES DE TRATAMIENTO EN ESTUDIO

Concentracion de Concentracion de
N° NIVELES nitrato de plomo en el plomo en el medio de
medio de cultivo cultivo
1 Co 0.0 ppm. 0.0 ppm
2 C1 496.8 ppm. 310.77 ppm
3 C2 993.6 ppm. 621.54 ppm
4 C3 1490.4 ppm. 932.31 ppm

3.3.1.5. Disefio experimental

Disefio Completamente Randomizado, con cuatro niveles de concentracion y
ocho repeticiones. Cada unidad experimental conto con 2 plantulas, obteniendo

la media de estas.
3.4.Evaluaciones:

3.4.1. Bioacumulacion

Transcurridos 60 dias de la sustitucion de medios de cultivo se tomaron
muestras representativas de las plantulas de cada nivel de concentracion, las
cuales fueron segmentadas a fin de obtener las correspondientes biomasas aérea
y radicular, las cuales fueron rotuladas y enviadas, conjuntamente con los medios
de cultivo que sustentaron el crecimiento de estas plantulas, al laboratorio de R-
Lab. S.A.C., Laboratorio acreditado por el INACAL.
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En este laboratorio las muestras fueron procesadas por el método SMEWW
— APHA - AWWA — WEF Part. 3030 E, 3030 B y 3111 B. 23rd Ed. Quince dias
después se obtuvieron los resultados de la bioacumulacion de plomo en ambas

biomasas de los distintos niveles de concentracion.

3.4.2. Factor de translocacién

Con los datos obtenidos de contenido de plomo en la biomasa aérea y
radicular de las plantulas regeneradas en cada nivel de concentracion de plomo.

Se calculo el FT, segun lo establecido por Niu et al. (2007) y Zhao et al. (2003):

_ Metal pesado en el tallo

"~ Metal pesado en la raiz

3.4.3. Morfologia de plantulas:

En comparacion con las plantulas de la concentracién testigo a los 60 dias
de la sustitucion de los medios de cultivo, se registré todo tipo de formas y
pigmentacion atipica presentadas por las plantulas regeneradas en cada nivel de

concentracion de estudio.

3.4.4. Indices del crecimiento
3.4.4.1. Relacién de Crecimiento

Al final de la fase experimental, esto fue a 60 dias de exposicion de las
plantulas de pifia a las diferentes concentraciones de plomo en el medio de
cultivo, se determinaron los pesos frescos y secos de la biomasa aérea y radicular
de una muestra compuesta. Con estos resultados, se Calculd la relacion de
crecimiento (RC), segun lo establecido por Baker (1987):

Biomasa de la planta bajo el efecto del metal pesado

RC =
Biomasa de plantula sinefecto del metal pesado (plantula testigo)

3.4.4.2. Indice de tolerancia del plomo (IT)

Con la ayuda de una regla milimétrica se tomaron los datos de largo de raiz
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o distancia comprendida entre el cuello de plantula y el apice de la raiz adventicia
mas larga. Asimismo, Con estos datos se calculd el indice de tolerancia, segun lo
establecido por Baker (1987):

_ Longitud de la raiz de la plantula bajo el efecto del metal pesado
B Longitud de raiz de la plantula sinefecto del metal pesado

3.5. Andlisis estadistico.

El andlisis de regresion lineal simple es una técnica estadistica utilizada para
estudiar la relacion entre variables, en el contexto de la investigacion se utilizé
para estimar la bioacumulacion a partir del nivel de concentracién de Pb en el

medio de cultivo (Carollo y Pateiro 2012).

Si la relacion es no lineal, los datos observados se distribuyen alrededor de
una curva y la ecuacion de esa curva se determina a partir de alguno de los
modelos no lineales. El modelo de regresion polinomial es una alternativa cuando
el modelo lineal no logra un coeficiente de determinacion apropiado (Cardona et
al. 2014).

Segln Gomez y Goémez (1984), cuando el R? es mayor de 0.60 es suficiente
para considerar significativo, para conocer el efecto en bioacumulacién y

translocacion; para esto se utilizé el programa Microsoft Excel.

Luego se contemplé el analisis de la varianza, para las otras variables, de
acuerdo al procedimiento establecido para el disefio completamente
randomizado, con un nivel de significancia de 0.05 el esquema se muestra en la
tabla 3.

Tabla 3. Andlisis de varianza para los datos

F.V. SUMA DE GL CUADRADO F-VALOR Pr>F
CUADRADOS MEDIO
NIVELES DE Ayy 3 M M1/M;

CONCENTRACION

ERROR Eyy 28 M2
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TOTAL Gyy 31

F es el valor tabular que se encuentra en la tabla de F de Snedecor,
considerando los grados de libertad de tratamientos y los grados de libertad del

error.

Se compara el valor F calculado con el valor de F tabular, y decide sobre la
significancia de las diferencias entre tratamientos, usando las reglas siguientes:
si el valor de F calculado es mayor que el valor de F tabular al nivel de significacion

del 0,05, la diferencia de tratamientos es altamente significante.

El esquema del andlisis de varianza para determinar diferencias entre nivele
de concentraciones se realizé a través de la prueba de Duncan, usando SAS v.
9.0.

Hipotesis estadistica:
Ho: t=ti (todas las concentraciones producen el mismo efecto)

Hi: t# ti para al menos un i; i = 1, 2, .... t (al menos una de las concentraciones

produce efectos distintos).
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSIONES

Los datos de la investigacion se presentan mediante tablas, medias y

gréaficos con sus respectivas interpretaciones
4.1. Bioacumulacion

El resultado obtenido respecto a la concentracién de plomo en la biomasa
aérea y radicular muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Bioacumulacién en la biomasa aérea y radicular con respecto a los niveles

de concentracion de plomo estudiados

TRATAMIENTOS Bioacumulacion Bioacumulacion
Clave Concentracién plomo (ppm)  aérea(ppm) radicular(ppm)
Co 0.0 0.0 0.0
G 310.8 4793.0 13379.8
C 621.5 11519.0 23811.0
Cs 932.3 13961.0 23926.0

De la tabla en mencién se puede apreciar el nivel de concentracion de plomo
en la biomasa aérea y radicular de la planula de pifia en los tratamientos donde
se aplico el pomo y en la plantula testigo no, debido a que no se aplicé plomo.
Los valores tienen variacion dependiente del nivel de concentracion, esto significa
gue a mayor concentracion en el medio de cultivo mayor concentracion en la

biomasa encontrandose en mayor cantidad en la Cs.

En la tabla 4. Podemos observar que existe bioacumulacion esto debido a la
atraccién que posee la pifia como biosorbente eficiente para la remocion de iones
metdlicos, ademés que a mayor cantidad de este la fuerza de atraccion en la
solucion sera mayor, determinado también por el pH acido que favorece la adicién

de iones metalicos en la pifia (Tamay 2019).

Se observo que existe mayor acumulacion en la parte radicular de la plantula,
esto se debe a que el plomo se mueve predominante dentro del apoplasto de la
raiz en una forma radial a través del cortex y se acumula cerca de la endodermis.

La endodermis actda como una barrera parcial al movimiento de plomo entre la



raiz y la parte aérea. Es por eso que se presenta mayor acumulacion en la raiz

comparado con los otros érganos de la planta (Garcia 2007)

Trabajos realizados en otras especies como Prosopis laevigata, como
acumuladora de metales pesados mencionan que hubo mayor acumulacion en
raices que en tallos (Rodriguez 2016). Sin embargo, algunas especies poseen un
sistema interno muy especifico que consiste en bombear metales de los tejidos
radicales hacia la parte aérea, Brassica junquea L. fue reportada como especie

gue acumula grandes niveles de cadmio en sus 6rganos aéreos (Delgado 2014).

Para conocer el comportamiento de la bioacumulacion de plomo en la biomasa
aérea y radicular de plantulas de pina en cada una de las concentraciones de
plomo estudiadas se uso el analisis de regresion, que se presenta en Figura 7 y

Figura 8.

16000.0

14000.0
y = 15.641x + 276.9

12000.0 RZ=0.9727

10000.0
8000.0
6000.0

4000.0

Bioacumulacion (ppm)

2000.0

0.0
0.0 100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 600.0 700.0 800.0 900.0 1000.0

Concentracion de Pb (ppm)

Figura 7. Bioacumulacion en la biomasa aérea con respecto a los niveles de

concentracion de plomo estudiados.

La Figura 7 muestra un comportamiento lineal significativo (R> mayor de 0.60)
de la bioacumulacién de plomo en la biomasa aérea, con respecto al nivel de
concentracién en el medio de cultivo esto significa que a medida que incrementa
la unidad de Pb en el medio de cultivo, incrementa la bioacumulacion de Pb en la

plantula de pifia de forma lineal en 15.64.
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Comparando los resultados de la figura 7 con Hoyos y Guerrero (2014),
mencionan que la bioacumulacion de Pb en la biomasa aérea de B. oleracea
subsp. capitata (L.) tiene una relacion direccional ascendente con las soluciones
concentradas de los diferentes tratamientos mostrando mayor bioacumulacion en

el tratamiento sometido a soluciones de 100 y 300 mg/L.
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Figura 8. Comportamiento de la media de bioacumulacion en la biomasa radicular

con respecto a los niveles de concentracién de plomo estudiados.

La Figura 8 muestra un comportamiento lineal significativo (R> mayor de 0.60)
de la bioacumulacion de plomo en la biomasa radicular, con respecto al nivel de
concentracion en el medio de cultivo, esto significa que a medida que incrementa
una unidad de Pb en el medio de cultivo, incrementa la bioacumulacion de plomo

de forma lineal en 26.45.

Los resultados de la Figura 8 comparados con Hoyos y Guerrero (2014)
guienes mencionan que la bioacumulacion de Pb en la biomasa de R. sativus L.
muestran una relacion lineal ascendente en la biomasa radicular de los diferentes

tratamientos sometido a soluciones de 100 y 300 mg/L.
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4.2. Factor de translocacioén

Los resultados obtenidos respecto al factor de translocacion se muestran en la
Tabla 5.

Tabla 5. Factor de translocacion de plomo en las plantulas de pifia, por nivel de

concentracion de plomo estudiados.

TRATAMIENTOS Factor de
translocacion
Clave Concentracion plomo (ppm)
Co 0 0
C: 310.8 0.4
G 621.5 0.5
Cs 932.3 0.6

La Tabla 5 muestra que el factor de translocacion es menor a 1. Esto debido a
gue el plomo es restringido principalmente en las vacuolas de las raices o
rizosfera restringiendo su translocacién hacia el tallo (Baker 1981). Segun Knecht
et al. (1994) esto podria deberse a que el metal tiende a unirse a fitoquelatinas
formando un complejo molecular pesado por el compuesto del plomo el cual
permanece mayormente en la parte radicular y solo pequefias concentraciones

de plomo es transportada a la parte aérea de la planta

y =0.0006x + 0.09
0.5 R?=0.8699

*

Translocacion (ppm)

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Concentracion de Pb (ppm)

Figura 9. Comportamiento de la media del factor de translocacion con respecto a los

niveles de concentracion de plomo estudiados
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La Figura 9 muestra un comportamiento lineal significativo (R? mayor de 0.60)
de translocacion con respecto al medio de cultivo, esto significa que a medida
gue incrementa una unidad de plomo en el medio de cultivo, incrementa el factor
de translocacion de forma lineal en 0.0006, esto debido a la capacidad i6nica de
la planta (Delgado 2014)

En Amaranthus hybridus L. la concentracion de plomo se daba tanto en hojas
como en tallo y raiz conforme aumenta la edad de la planta (Ortiz et al. 2007). El
“tomate” fue reportado como especie que acumula cadmio en sus 6rganos aéreos
el cual es considerado un cultivo tolerante a este metal. Es asi que la distribucion
de los iones metdlicos varia considerablemente dependiendo de las especies
vegetales, el tiempo de exposicion y de los iones metalicos (Delgado 2014).

4.3. Variaciones del patron morfologico

En las plantulas expuestas a los diferentes tratamientos se observaron una
serie de alteraciones morfologicas que incluyen clorosis, la cual se clasifico segun
los colores establecido por el Centro de vision por computador de la Universidad

Auténoma de Barcelona.

» Observacién: en la Co con Oppm
de plomo se muestra hojas

maduras y tamafio normal, un

necrosis en la hoja y tampoco en

ot

Figura"l'O.MorfoIogia de plantla de _ o
pifia Co hojas y 5 ramificaciones

las raices con un promedio de 29

color verde oscuro, raices de

tamafio normal, no muestra
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» Observacion: Ci con 310.77 ppm
de plomo se observa hojas que
presentan un color verde, se

empieza a notar menor cantidad

de hojas y raices; no muestra

] necrosis en la hoja y tampoco en
piﬁzlgglra 11.Morfologia de plantula de las raices, con un promedio de 16

hojas y 4 ramificaciones

» Observacion: Czcon 621.54 ppm
de plomo, las hojas presentan un
color verde lima, se empieza a
notar menor cantidad de hojas y

raices, empieza a ver necrosis en

las raices, con un promedio de 12

~ B N

) ) hojas y 2 ramificaciones.
Figura 12.Morfologia de plantula de

pifa C2

» Observacion: Cscon 932.31 ppm
de plomo, las hojas presentan un
color verde claro, y algunas hojas
muestran color amarillo palido, se
nota necrosis de hojas y raices,

también baja cantidad de hojas y

raices pequefias, con un
=

Figura 13.Morfologia de plantula de
pifia C3 ramificacion.

promedio de 9 hojas y 1

El plomo a mayor concentracion produjo clorosis, crecimiento débil de las
plantas, cantidad radicular, asi mismo el crecimiento y cantidad de biomasa
aérea. Se observd necrosis en las raices en Cz2 y Cs. El plomo reduce la
produccion de clorofila a, dificultando la absorcion de los elementos esenciales
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como Mgy Fe por parte de las plantulas, la degradacién de las clorofilas se debe
al incremento de la actividad de la clorofilasa, esto ocasiona que la clorofila b se
reconvierta en clorofila a, debido a que estos pigmentos son esenciales para la

absorcion de la energia de la luz reduciendo el CO:z (Franco 2010).

La necrosis observada en raices y hojas se deberia a la alteracién de la funcion
de la membrana plasmatica, la cual trae como consecuencia su degradacion,
perdida de compartimentacion celular y como sintomas finales apoptosis y
necrosis (Garcia 2007). Lo mismo ocurrio con los reportes de Panich (2005), que
manifiesta que a medida que aumentan los dias el plomo se va acumulando cada
vez mas alrededor de las vacuolas y la pared celular, llegando al final a dafar a
esta.

4.4. Indices del crecimiento
44.1. Relacién de Crecimiento

Los resultados obtenidos respecto a la relacion de crecimiento en el peso
humedo se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Resultado de la relacion de crecimiento con respecto a los niveles de

concentracién de plomo estudiados

Tratamientos Relacion de Porcentaje de la relacién de
Clave Concentracién plomo (ppm) crecimiento crecimiento (%)
Co 0 1 100
C 310.77 0.96 96
C 621.54 0.86 86
Cs 932.31 0.73 73
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Figura 14. Comportamiento de la relacién de crecimiento en el peso humedo

de la planta, con respecto a los niveles de concentracion de plomo
estudiados

La Figura 14 muestra que hay un comportamiento de regresion lineal
significativo (R? mayor de 0.60) de la relaciéon de crecimiento de plomo en la
biomasa, esto significa que a medida que incrementé una unidad en el medio de
cultivo, las plantulas de pifia en su relacion de crecimiento disminuyen de manera
lineal en 0.03.

Para conocer el comportamiento de la relacién de crecimiento en el peso

himedo de plantulas de pifia se uso el analisis de varianza, que se presenta en
Tabla 8.

Tabla 8. Andlisis de varianza en la relacion de crecimiento en el peso himedo

con respecto a los niveles de concentracion de plomo estudiados.

FUENTE SUMA DE GL CUADRADO F-VALOR Pr>F
CUADRADOS MEDIO
NIVEL 0.337 3 0.112 25.28 <.0001
ERROR 0.124 28 0.004
TOTAL 0.461 31
C.V.=7.50
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La tabla 8 muestra que existe suficiente evidencia muestral a un nivel de

significancia de 0.05 para rechazar la

significativa en su efecto medio en

niveles estudiados.

Ho. Afirmando que hay diferencia

la relacion de crecimiento de los demas

Para saber cual de los niveles es diferente entre si, se procedio con el metodo

de comparacion multiple de medias

Tabla 9. Comparacion de medias mediante prueba de Duncan en la relacion

de crecimiento en el peso humedo, respecto a los niveles de

concentracion de Pb.

NIVEL DE CONCENTRACION AGRUPAMIENTO MEDIA N
Co A 1.00 8
C1 A 0.96 8
Cc2 B 0.86 8
C3 C 0.73 8

*medias con la misma letra no tiene diferencia significativa

La prueba de Duncan muestra que hay diferencia significativa entre los niveles

de C2y Cs, esto con respecto al nivel de Co.

Los resultados obtenidos respecto a la relacion de crecimiento del peso seco

con respecto a los niveles de concentracion de plomo estudiados

Tabla 10. Resultado de la relacion de crecimiento con respecto a los niveles

de concentracién de plomo estudiados

Tratamientos Relacién Porcentaje de la relacién
Clave Concentracion plomo (ppm) crecimiento de crecimiento (%)

co 0.00 1.00 100

C1 310.77 0.80 80

C2 621.54 0.95 95

C3 932.31 0.84 84
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Figura 15. Comportamiento de la relacion de crecimiento en el peso seco de
la planta, con respecto a los niveles de concentracion de plomo
estudiados

En la Figura 15 el resultado muestra un ajuste del modelo cuadrético (R? mayor
de 0.60).

Para conocer el comportamiento de la relacion de crecimiento en el peso

hiamedo de plantulas de pifia se usé el andlisis de varianza, que se presenta en
Tabla 11.

Tabla 11. Andlisis de varianza en la relacion de crecimiento en el peso seco

con respecto a los niveles de concentracion de plomo estudiados.

FUENTE SUMA DE GL CUADRADO F-VALOR Pr>F
CUADRADOS MEDIO
NIVEL 0.21 3 0.07 3.12 0.0420
ERROR 0.64 28 0.02
TOTAL 0.85 31
C.V.=16.86

La tabla 11 muestra que existe suficiente evidencia muestral a un nivel de
significancia de 0.05 para rechazar la Ho. Afirmando que hay diferencia
significativa en su efecto medio en la relacion de crecimiento de los demas

niveles estudiados.

Para saber cual de los niveles es diferente entre si, se procedio con el metodo

de comparacion multiple de medias
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Tabla 12. Comparacion de medias mediante prueba de Duncan en la relacién
de crecimiento en el peso seco, respecto a los niveles de

concentracion de Pb.

NIVEL DE CONCENTRACION AGRUPAMIENTO MEDIA N
Co A 1.00 8
C1 A 0.95 8
Cc2 B 0.84 8
C3 B 0.80 8

*medias con la misma letra no tiene diferencia significativa
La prueba de Duncan muestra que hay diferencia significativa entre los niveles

de C2y Cs, esto con respecto al nivel de Co.

Como se aprecia en el estudio estadistico hay diferencia significativa en la
relacion de crecimiento, esto muestra que a diferencia del nivel de Co, los niveles
con mayor concentracion de polo afecta la relacion de crecimiento debido a que
es menor al 100 % en comparacion del nivel de Co. Estudios realizados por Garcia
(2007), en plantas Zea mays expuestas a Cd, Al, Cu, Ni; en concetraciones altas
presentaron deficit hidrico, alterando el metabolismo de hidratos de carbono,
reduciendo la produccion de biomasa. Deduciendo que existe una relaciéon directa

entre la biomasa y la concentracion de plomo.
4.4.2. Indice de torlerancia del plomo

Los resultados obtenidos respecto al indice de tolerancia se muestran en la
Tabla 13.

Tabla 13. indice de tolerancia con respecto a los niveles de concentracion de

plomo estudiados

Tratamientos indice de Porcentaje del indice de
Clave Concentracién plomo (ppm) tolerancia tolerancia (%)
Co 0.00 1.00 100
C 310.77 0.67 67
C; 621.54 0.62 62
(o 932.31 0.52 52
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Figura 16. Comportamiento del indice de tolerancia con respecto a los

niveles de concentracion de plomo estudiados

Como se aprecia en la Figura 16 hay un comportamiento lineal significativo (R?
mayor de 0.60) del indice de tolerancia, esto demuestra que a medida que
incrementa la concentracion de plomo en el medio el indice de tolerancia

disminuye en 0.05

Para conocer el comportamiento del indice de tolerancia en cada una de las
concentraciones de plomo estudiadas se usé el analisis de varianza, que se

presenta en Tabla 14.

Tabla 14. Analisis de varianza en el indice de tolerancia con respecto a los

niveles de concentracion de plomo estudiados.

FUENTE SUMA DE GL CUADRADO F-VALOR Pr>F
CUADRADOS MEDIO
NIVEL 0.45 3 0.15 2.68 0.0660
ERROR 1.58 28 0.06
TOTAL 2.03 31
C.V.=29,70

La tabla 14 muestra que existe suficiente evidencia muestral a un nivel de
significancia de 0,05 para rechazar la Ho. Afirmando que al menos un nivel difiere

en efecto en el contendio de Pb en la plantula de pifia de los niveles estudiados.

Para saber cual de los niveles es diferente entre si, se procedio con el metodo

de comparacion multiple de medias
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Tabla 15. Comparacién de medias mediante prueba de Duncan en el indice

de tolerancia con respecto a los niveles de concentracion de Pb.

NIVEL DE CONCENTRACION AGRUPAMIENTO MEDIA N
Co A 1.00 8
Ci B 0.77 8
C> B 0.73 8
Cs B 0.69 8

*medias con la misma letra no tiene diferencia significativa
La prueba de Duncan muestra que hay diferencia significativa entre el nivel de

Co en comparacion con los diferentes niveles de concentracion.

Como se aprecia en el estudio estadistico hay diferencia significativa en la
relacion de crecimiento, esto muestra que a diferencia del nivel de Co, los niveles
con mayor concentracion de polo afecta el indice de crecimiento debido a que es
menor al 100 % en comparacion del nivel de Co. Segun Llamas (2006) Esto se
debe a que la toxicidad del metal en la menbrana causa cambios en los
componentes proteicos; alterando la absorcion de elementos minerlaes y
esenciales como el calcio, magnesio, fosforo, potasio, dando lugar a trastonos

fisiologicos afectando al crecimiento de las plantas.

Estos resultados concuerdan con el estudio de capacidad de Prosopis
laevigata estudiados a los 50 dias de tratamiento mostrando un indice de
tolerancia menor con respecto al tratamiento sin metal a diferencia de las plantas

tratadas con plomo (Rodriguez 2016)
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La evaluacion de la plantula de pifia Ananas comosus (L.) Merrill, determino
gue la concentracién bioacumulable de plomo registra un incremento lineal en
funcidn a su concentracién en el medio de cultivo, y en menor proporcion una
planta translocadora; de esta manera se puede afirmar que la plantula de pifia
Ananas comosus (L.) Merrill, puede ser empleado como planta acumuladora de

plomo y también fito estabilizadora

La evaluacién muestra que las variaciones de bioacumulacion muestran
eficiencia en funcion de la concentracibn en el medio de cultivo, y mayor

eficiencia en el nivel de Cs.

La evaluacion muestra que el factor de translocacion es menor a 1

demostrando que es una planta translocadora en menor proporcion.

El plomo en la plantula de pifia, ocasiono efecto en el patron morfologico de la

planta como clorosis en las hojas y necrosis nivel de biomasa aérea y radicular.

Se determind que hay una reduccion lineal significativa en la relacion de

crecimiento.
La evaluacion muestra que a mayor concentracién menor indice de tolerancia.

Se recomienda realizar estudios de investigacion respecto a niveles de
concentraciéon mayor, factores externos como temperatura, pH, luz, salinidad,
capacidad catiénica, capacidad zeta. Que puedan influir sobre la respuesta de

eficiencia de bioacumulacién en Ananas comosus (L.) Merrill.
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CAPITULO VII
ANEXO Y APENDICE

Anexo 1. Imagen de plantula de pifia Ananas comosus (L.) Merrill. (a). Disefio

experimental (b)
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Anexo 2. Preparacion del medio Murashige y Skoog modificado (a). Medio con
las concentraciones 0.00, 1.50. 3.00, 4.50 mM. De Pb (NO3)2 (b).

Anexo 3. Reporte de andlisis de laboratorio

49



LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL INACAL
ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION INACAL-DA ‘ e ¢ DA-Peri
CON REGISTRO N° LE-103 Acreditado
LABORATORIO DE ENSAYO R-LAB S.A.C. Regisiro N* LE - 103

INFORME DE ENSAYO
N° 19020300

Cliente : PEREYRA MONJA JOSUE DAVID

Direccién del cliente ! CAJAMARCA

Usuario %
g de SRttuttio . PROYECTO: “ANALISIS DE METAL PESADO EN PLANTAS
_____________________ BIOMASA AEREA Y RADICULAR - CAJAMARCA”

Tipo de Matriz y/o Producto : BIOMASA AEREA Y RADICULAR

Muestreo Realizado por : EL CLIENTE

Numero de Muestras : 08

Fecha de Recepcion : 07-02-2019

Fecha de Inicio y Término de Ensayo: 21 -02-2019 al 21-02-2019

i

Fecha 26012019

2

.é.é'.i:y:'..é.. .
JE7E DE LABORATORIO DEFQ
CGP.77°

Fecha de emisidn; 21-02-2019

At et i




LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL C INACAL
—

ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION INACAL-DA DA-Perii
CON REGISTRO N° LE-103 Acreditado
LABORATORIO DE ENSAYO R-LAB S.A.C. Registro N* LE - 103

INFORME DE ENSAYO N° 19020300

Cddigo de Laboratorio 19020300-01 1902030002 19020300-03 15020300-04
identificacién de la Muestra T1 BIOMASA AEREA T2 BIOMASA AEREA T3 BIOMASA AEREA T4 BIOMASA AEREA
Laboratorio de Laboratorio de Laboratorio de Laboratorio de
Oescripcion del Punto de Biotecnologia vegetal de | Biotecnologia vegetal de | Biotecnologia vegetal de | Blotecnologla vegetal de
Muestreo Ia Universidad Nacional | la Universidad Nacional | la Universidad Naclonal | la Universidad Nacional
de Cajamarca de Cajamarca de Cajamarca de Cajamarca
05-02-2019 05-02-2019 05-02-2019 05-02-2019
Fecha y hora de muestreo (15:00) (15:10) (15:20) (15:30)
Ubicacién Geografica N: - N - N: - s
(WG‘S-U) € - E: - E: - E:-
Tipo de Matriz y/o Producto BIOMASA AEREA Y RADICULAR
Tipo de Ensayo Unidad | LCM. LO.M Resultados A R
1 plomo Total mg/Kg 50 1,2 136,2 4793 11519 13380
Cddigo de Laboratorio 19020300-05 19020300-06 13020300-07 19020300-08
Identificacién de la Muestra T1 BIOMASA RADICULAR | T2 BIOMASA RADICULAR | T3 BIOMASA RADICULAR | T4 BIOMASA RADICULAR
Laboratorio de Laboratorio de Laboratorio de Laboratorio de
Descripcidn del Punto de Blotecnologia vegetal de | Biotecnologia vegetal de | Biotecnologia vegetal de | Biotecnologia vegetal de
Muestreo la Universidad Nacional | la Universidad Naclonal | la Universidad Nacional | la Universidad Nacional
de Cajamarca de Cajamarca de Cajamarca de Cajamarca
05-02-2019 05-02-2019 05-02-2019 05-02-2019
e bl vl (15:00) (15:10) (15:20) (15:30)
Ubicacién Geografica N:- N:- N: - N:-
(WGS-84) E: - E: - E: - E: -
Tipo de Matriz y/o Producto BIOMASA AEREA Y RADICULAR
Tipo de Ensayo ‘Unidad | LCM. - LOM 2 3 Rosultsdos/ 4 iets fpe RIS g n et 3 4!
% Plomo Total mg/Kg 5.0 12 439 13380 23811 23926
Notas:
¥ Condicién y estado de la M. (s) & da {s): Las Segaron integras al laboratorio.
v La (8) muestra(s) llegaron en bolsas herméticas.
v Lafs) (s) se drin guardadas en condi ladas por un periodo de 10 dias calendarios luego que haya sido entregado el Informe de
Ensayo 2 60 de fas k
Y LCM: Umite de coamtificacidn del mitodo; LDM: Limite de deteccién del método,
v Los resultados estén expresados en Masa Seca (MS).
v El informe de control de calidad serd proporcionado a solicitud del cliente.
Y (") Método de ensayo no acrediado por el INACAL-DA. [
¥ UEnsayos realizadcs en 1a Seda de Ata-Lima ubicada en Calle Berna N¥ 100, Urb. Los Portales de Javier Prado 1ra Etapa, Ate-Lima. ey Ao
v ' Ensayos realizados en la Sede de Villa ol Salvador-Uma Ubicada en Asoc. Cruz de Motupe, Mz. 8, Lote 4, Villa o Sahador-Lima.

coP - 778




LABORATORIO .DE ENSAYO R-LAB S.A.C.

INFORME DE ENSAYO N° 19030900

Cddigo de Laboratorio 1503090001 19030900-02
Identificacion de la Muestra ToA TOR
LABORATORIO DE LABORATORIO DE
BIOTECNOLOGIA VEGETAL DE LA | BIOTECNOLOGIA VEGETAL DE LA
S Sl D S Sagn UNIVERSIDAD NACIONAL DE UNIVERSIDAD NACIONAL DE
CAJAMARCA CAJAMARCA
07-12-2018 07-12-2018
Fecha y hora de muestreo (12:00) (12:00)
Ubicacién Geogrifica N: - N: -
(WGS-84) E- E:-
Tipo de Matriz y/o Producto BIOMASA AEREA Y RADICULAR
AN e PR, R %
4t ~4§l“"/f Q"’ & ':". *h':‘»_ = L
mg/Kg 0,050 0,013 143 218
Notas:
v Condicidn y estado de la M (5] E da (s) Las legs frigeradas y pe das 3l lab
v La {s) muestrals) Hegaron en frasco de polietilenc.
v afs) (s) 5o drd dadas en condi ladas por un periode de 10 dias calendarios luage que haya sido entregado el Informe de
Ensayoa én de s perecioh
v Los resuitados esthn exprasados en Masa Seca [MS)
v LCM: Limite de cuantificacion de! método; LD.M: Limite de deteccion del métode.
v B informe de control de calidad serd propercionado a solicitud del cliente.
¥ (*)Método de ensaye no acreditade por el INACAL-DA. "mm
v ! Ensayos realzados en ls Sede de Ate-Lima ubicada en Calle Barra N® 100, Urb. Los Portales de Javier Prado 1ra Etapa, Ate-Lima. mll:|M~m
v ?Ensayos reaizados en la Sede de Villa ol Salvador-Lima Ubicada en Ascc, Cruz de Motupe, Mz, 8, Lote &, Villa of Sahador-Uima.

W EPT  E  RR  R  AE
3 T A T ST ol
Flame Atomic Absorption Spectrophotometry// Acid
Digestion of Sediments, Sludges, and Soils

v Y
— =z

.
¥

70008
30508 Revision 2 December

Fin de documento

Jafe de Labodatorio de FQ
CQP-778



ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION INACAL-DA
CON REGISTRO N° LE-103

LABORATORIO DE ENSAYO R-LAB S.A.C. Rogisero N* LE 103

LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL C INACAL

INFORME DE ENSAYO N° 1903091A

Cédigo e Laboraterio 1503091A-01
Identificacion de la Muestra MiS
LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA VEGETAL DE LA
Dwacripridn dat Pusko de Mudsise UNIVERSIDAD NACIONAL DE CAJAMARCA
07-12-2018
Fecha y hora de muestreo (13:00)
Ubicacion Geogrifica N: -
(WGS-84) E: -
Tipo de Matriz y/o Producto AGUA PARA USO Y CONSUMO HUMANO

v Condicin y estado de la M (s) E ds (s): Las Hagaron refrigs yor das al lab i

v ummnmlumwmam

v La(s) (s) se drin g dici Iadas por un periodo de 10 dias d luego que haya sido entregado el Informe de
Ensayoa ion de las Bl

v LCMm: mamum LD.M: Uimite de deteccion del método.

v El informa de control de calidad serd proporcionado a solicitud del cliente,

v (*) Método de ensayo no acreditado por ol INACAL-DA. R0

v ¥ Ersayes reatzados en la Sede de Ate-Lima ubicada en Calle Berna N¥ 100, Urb. Los Portales de Javier Prado 1ra Etapa, Ate-Uima. mu:lm’

v ¥ Ensayos realzados en la Sede de Villa ol Salvador-Lima Ubicada en Asoc. Cruz de Motupe, M. B, Lote 4, Vila ol Sahaderdima.

MWWWMMWDWGN
Suspended Metals/ Direct Air ~ Acetylene Flam Method.

susww = APHA - AWWA - WEF Part. 3030F, 30308
y 3111 8. 23rd Ed.

Fin de documento

S ———y ~ — Y COTAY PRONG TR UM D AR TN I RO IS T SO YR M K A S N T W .



LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL INACAL
ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION INACAL-DA ‘ e ¢ DA-Peri
CON REGISTRO N° LE-103 '
LABORATORIO DE ENSAYO R-LAB S.A.C. Registro N°LE - 103

INFORME DE ENSAYO N° 19020300

% Norma de Referencia Do e A Aloda
Ensayo - : wversién o
Plomo Total SMEWW ~ APHA ~ AWWA ~ WEF Part. 3030 €, 30308 | Nitric Acid Digestion/ Filtration for Dissolved and 2017
y 3111 B. 23¢d Ed. Suspended Metals/ Direct Air - Acetylene Flam Method.
Fin de documento

[ USRS SV R W AT P SRR T AR e e,

=

R B i e
T Fiobend Chiguimayo Arsiiand
Ju. ~ OE LARMRATORIO DEFQ
C PP

. _a Y Bl oo O8R4 ot B B VAR AR A AR O L e A Y, A g e




APENDICE

Apéndice 1. Tabla de valores de sobrevivencia de plantulas de pifia Ananas

comosus (L.) Merrill, alos 30 y 60 dias de ser expuestas a los distintos niveles de

plomo.
Concentraci Plantas 30 dias de evaluacion 60 dias de evaluacion
Tratamiento 6n de plomo
(ppm) sembradas S NS % IS NS %
Co 0 16 16 0 100% 16 0 100%
Cs 310.77 16 16 0 100% 16 0 100%
Cz 621.54 16 16 0 100% 16 0 100%
Cs 932.31 16 16 0 100% 16 0 100%
Promedio 16 16 0 100% 16 0 100%
Total 64 64 0 100% 64 0 100%
*S=sobrevivientes; NS= no sobrevivientes %= porcentaje de sobrevivencia
Apéndice 2. Tabla de valores de peso humedo de la biomasa aérea de
plantulas de pifia Ananas comosus (L.) Merrill, a los 60 dias de ser expuestas a
los distintos niveles de plomo.
Tratamientos Repeticiones Promedio
Clave Concentracion de Pb (ppm) 1 2 3 4 5 6 7 8
Co 0 0.18 0.20 0.17 0.20 0.20 0.19 0.17 0.16 0.18
C1 310.77 0.17 0.17 0.18 0.19 0.18 0.18 0.17 0.17 0.18
C2 621.54 0.17 0.16 0.16 0.17 0.15 0.15 0.15 0.16 0.16
Cs 932.31 0.12 0.14 0.12 0.14 0.13 0.15 0.14 0.13 0.13
Apéndice 3. Tabla de valores de peso seco de la biomasa aérea de plantulas
de pifia Ananas comosus (L.) Merrill, a los 60 dias de ser expuestas a los distintos
niveles de plomo.
Tratamientos Repeticiones Promedio
clave Concentracion de Pb (ppm) 1 2 3 4 5 6 7 8
Co 0 0.08 0.09 0.09 0.09 0.09 0.08 0.08 0.08 0.09
C1 310.77 0.06 0.07 0.06 0.06 0.06 0.06 0.07 0.07 0.06
C2 621.54 0.07 0.07 0.08 0.06 0.07 0.08 0.07 0.06 0.07
Cs 932.31 0.06 0.07 0.06 0.07 0.06 0.07 0.08 0.06 0.07
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Apéndice 4. Tabla de valores de peso humedo de la biomasa radicular de
plantulas de pifia Ananas comosus (L.) Merrill, a los 60 dias de ser expuestas a

los distintos niveles de plomo.

Tratamientos Repeticiones Promedio
clave concentracion de Pb (ppm) 1 2 3 4 5 6 7 8
Co 0 0.05 0.06 0.05 0.04 0.04 0.04 0.04 0.05 0.05
C1 310.77 0.03 0.03 0.03 0.02 0.04 0.07 0.05 0.06 0.04
C2 621.54 0.06 0.05 0.04 0.02 0.07 0.06 0.07 0.08 0.06
Cs 932.31 0.04 0.04 0.05 0.03 0.07 0.04 0.03 0.05 0.04

Apéndice 5. Tabla de valores de peso seco de la biomasa radicular de
plantulas de pifia Ananas comosus (L.) Merrill, a los 60 dias de ser expuestas a

los distintos niveles de plomo.

Tratamientos Repeticiones Promedio
clave concentracion de Pb (ppm) 1 2 3 4 5 6 7 8
Co 0 0.13 0.15 0.14 012 0.13 0.12 0.12 0.3 0.13
C1 310.77 0.09 0.10 0.09 0.08 0.10 0.13 0.12 0.13 0.10
Cz 621.54 013 0.1 0.11 0.08 0.14 0.14 0.14 0.14 0.12
Cs 932.31 010 0.1 0.1 0.0 0.0 0.3 0.11 0.11 0.11

Apéndice 6. Tabla de valores de longitud radicular en plantulas de pifia

Ananas comosus (L.) Merrill, a los 60 dias de ser expuestas a los distintos niveles

de plomo.

Tratamientos Repeticiones Promedio
clave concentracion de Pb (ppm) 1 2 3 4 5 6 7 8
Co 0 1.60 540 3.30 4.05 275 1.20 2.90 2.25 2.93
C1 310.77 1.30 2.70 0.80 090 1.05 235 215 1.10 1.54
C2 621.54 1.70 165 150 1.10 1.65 1.95 155 0.25 1.42
Cs 932.31 220 140 120 135 165 030 1.70 0.95 1.34
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Apéndice 7. Tabla de valores de nimero de hojas en plantulas de pifia Ananas

comosus (L.) Merrill, a los 60 dias de ser expuestas a los distintos niveles de

plomo.
Tratamientos Repeticiones Promedio
clave concentracion de Pb (ppm) 1 2 3 4 5 6 7 8
Co 0 61 21 42 23 31 24 15 13 29
Ci1 310.77 29 34 8 10 16 10 12 16
C2 621.54 13 10 11 8 23 16 12
Cs 932.31 8 8 9 13 8 11 8 9
Apéndice 8. Tabla de valores de nimero de ramificaciones en plantulas de
pifia Ananas comosus (L.) Merrill, a los 60 dias de ser expuestas a los distintos
niveles de plomo.
Tratamientos Repeticiones Promedio
clave concentracion de Pb (ppm) 1 2 3 4 5 6 7 8
Co 0 4 1 2 1 10 7 8 8 5
Ci 310.77 4 5 1 7 6 1 2 4
C2 621.54 1 3 1 1 2 1 2 2
Cs 932.31 1 1 1 1 1 2 1 1

57



