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RESUMEN

Los objetivos del estudio fueron conocer la viabilidad de las semillas, y evaluar el
desarrollo de Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus garbancillo en
suelos contaminados con cadmio, plomo y zinc y el uso potencial de estas especies
en la fitorrestauracion de suelos contaminados con metales pesados. El trabajo fue
realizado en el invernadero en Lachaqui, Canta, region Lima, y en el Laboratorio
de Fitologia Aplicada en la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. La prueba
de germinacién de las semillas fue realizada en placas petri e incubadas en una
camara de crecimiento a una temperatura de 21/15 °C, un fotoperiodo de 12 horas
dia / y 12 horas noche, humedad relativa (80% dia/ 90% noche), y una iluminacion
de 4800 lux: La prueba de emergencia de las plantulas fue realizado en un sustrato
preparado en un disefio experimental completamente al azar. El contenido de la
humedad de las semillas fue calculado en base al peso seco. Asimismo, el
desarrollo de las tres especies vegetales fue evaluado con 12 tratamientos de
relave de mina, y la unidad experimental fue una maceta de 19 cm de diametro y 5
kg de capacidad. El experimento se realizd mediante el disefio experimental
factorial completo de 3 x 4, y la distribucién de las unidades experimentales de los
tratamientos se realiz6 al azar, con 5 repeticiones por cada tratamiento. La
acumulacién de cadmio, plomo y zinc en los tejidos de las plantas se determiné
mediante el método de absorcion atdmica. Las semillas con escarificacion
mecanica de lijado de la testa e inducidas en oscuridad, permiti6 una alta
germinacién de Lupinus ballianus L. condensiflorus y Astragalus garbancillo. Por lo
tanto, las semillas escarificadas favorecieron la emergencia de plantulas en el
sustrato, y la mayor emergencia de plantulas se obtuvo en Astragalus garbancillo.
El mayor contenido de humedad en las semillas fue registrado en Astragalus
garbancillo. La longitud de planta, el numero de hojas y la produccién de biomasa
en las tres especies disminuyeron significativamente con el tratamiento de 100%
de relave de mina. Los mayores valores de acumulacién de cadmio total, plomo
total, zinc total; y el contenido de estos metales en las raices de Lupinus ballianus,
L. condensiflorus y en Astragalus garbancillo, fueron obtenidos con el tratamiento
de 100% de relave de mina. El factor de bioconcentracién de cadmio en las tres
especies fue > 1. Pero, el factor de bioconcentracion y de transferencia de plomo y
zinc en las tres especies fue < 1, en conclusidén, las tres especies son
fitoestabilizadores de metales pesados.

Palabras claves: fitorremediacion, plantas andinas, relave de mina, semillas.
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ABSTRACT

The principal goals of this study were to find out the seed viability, to evaluate the
development of Lupinus ballianus, L. condensiflorus and Astragalus garbancillo in soils
contaminated with cadmium, lead and zinc and finally recognize their potential use in
the phytorestoration of soil contaminated with heavy metals. The study was carried out
in a greenhouse in Lachaqui district, Canta, Lima region, and in the Laboratory of
Applied Fitology at San Marcos University (UNMSM). The germination test was carried
out in petri dishes and incubated in a growth chamber at a temperature of 21/15 ° C,
with a photoperiod of 12 hours day / and 12 hours night, relative humidity (80% day /
90% night), and 4800 lux of illumination. Seedlings emergence test was made on a
substrate prepared in a completely randomized design and seeds moisture content was
calculated based on dry weight. Likewise, the development of the three plant species
was evaluated under 12 mine tailings treatments, and the experimental unit was a 19
cm diameter pot with 5 kg of capacity. This experiment was conducted under a
complete experimental factorial design of 3 x 4, and the distribution of the experimental
units was carried out randomly, with 5 repetitions for each treatment. Cadmiun, lead
and zinc accumulation in plant tissues was determined by the atomic absorption
method. Seeds were prepared by mechanical scarification (their testa was physically
opened by rubbed it with sand paper) and induced in darkness, this actions resulted in
high germination rates of Lupinus ballianus, L. condensiflorus and Astragalus
garbancillo. Therefore, the scarified seeds favored the emergence seedlings in the
substrate, and the greatest seedling emergence was obtained in Astragalus
garbancillo. In the same way, the highest seeds moisture content was registered in
Astragalus garbancillo. Plant length, number leaves and biomass production in the
three species decreased significantly with the treatment of 100% mine tailings. The
highest accumulation values of total cadmium, total lead, total zinc; and the metals
concentration inside the roots of Lupinus ballianus, L. condensiflorus and Astragalus
garbancillo were obtained with the treatment of 100% mine tailings. The
bioconcentration factor of cadmium for the three species was> 1. However, the
bioconcentration factor and translocation of lead and zinc in the three species was <1.
In conclusion, this three species are heavy metals phytostabilizers.

Keywords: phytoremediation, Andean plants, mine tailings, seeds.
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. INTRODUCCION

La fitorrestauracion o fitorremediacién ha sido descrita como el uso de plantas
para remediar in situ suelos, sedimentos, agua y aire contaminados por desechos
organicos, nutrientes o metales pesados, eliminando los contaminantes del ambiente
o haciéndolos inocuos (Salt et al., 1998). Las tecnologias principales para la
fitorremediacion de metales son: (i) la fitoextraccion, el uso de plantas para extraer los
metales del suelo, transportarlos y acumularlos en los 6rganos de la parte aérea; (ii)
fitoestabilizacion el uso de plantas para minimizar la movilidad de los metales mediante
su acumulacién en la raiz o su precipitacion en la rizésfera (Alkorta et al., 2004) a su
vez, la fitodescontaminacion implica la fitoextraccion y la fitodegradacion. Brooks et al.
(1977) fueron los primeros en utilizar el término “planta hiperacumuladora” para
referirse a las plantas con capacidad de acumular concentraciones mayores a 1000
ppm (>1000 mg kg de materia seca). El término se redefinié posteriormente para
designar aquellas especies vegetales que acumulaban Mn y Zn en concentraciones
>10 000 mg kg™, Co, Cu, Niy Pb >1 000 mg kg™, y concentraciones de Cd >100 mg
kg™ (Baker et al., 2000).

En efecto, aquellas especies vegetales que crecen en suelos que contienen
metales pesados han desarrollado diferentes estrategias basadas en mecanismos
que les permiten acumular metales en formas no téxicas o, por el contrario, excluirlos
fuera de sus tejidos (Baker & Proctor, 1990). Chaney (1983) sugiri6 la idea de utilizar
las plantas hiperacumuladoras para la limpieza de suelos contaminados con metales,
a través de su cultivo y su posterior siega (fitoextraccion). Estudios realizados en los
ultimos afnos han dado a conocer, que son pocas las especies hiperacumuladoras
conocidas y ciertamente, solo unas pocas especies son capaces de acumular varios
metales a la vez, el empleo de otro tipo de especies tolerantes podria cobrar
importancia, y existe un gran numero de estudios que evidencian que los procesos
evolutivos influyen en la hiperacumulacion, pero se requiere un esfuerzo de muestreo
considerable para explorar mejor este fendmeno. En tal sentido, es conveniente buscar

plantas que han colonizado espontaneamente yacimientos mineros desde hace



suficiente tiempo como para que estén completamente adaptadas a estos ambientes
contaminados (Diez, FJ., 2008).

Por otro lado, la colonizacion vegetal de los suelos ricos en metales depende
de la capacidad de las plantas para desarrollar mecanismos de tolerancia (Ernst,
1990). Por eso, muchas de las especies vegetales que toleran altas concentraciones
de los metales en el suelo, porque restringen su absorcién y/o translocacién hacia las
hojas (estrategia de exclusién). Sin embargo, otras especies los absorben y acumulan
activamente en su biomasa aérea (estrategia acumuladora), lo que requiere una
fisiologia altamente especializada (Baker & Proctor, 1990). En efecto, se han
reconocido diferentes grados de acumulacién metélica, desde concentraciones
pequefias hasta respuestas extremas, en las que el metal llega a exceder el 1% de la
materia seca de la planta. Se ha probado con muchas especies vegetales que pueden
modificar las condiciones de la rizésfera a través de procesos como la produccion de
exudados radiculares o la alteracion del pH (Adriano et al, 2001; Wenzel et al., 2003b).
Por tanto, la vegetacion tiene un papel activo importante en el ciclo global de los
metales, las plantas mas usadas en los procesos de fitorremediacion son las
leguminosas por el papel que juegan en los procesos de sucesion natural y en el
incremento de la fertilidad y la calidad del suelo (Alderete-Chavez et al., 2008).

Sin embargo, en los programas de restauracion de ecosistemas, la semilla de
las especies vegetales es el principal érgano reproductivo de la gran mayoria de las
plantas superiores terrestres y acuaticas. Esta desempefia una funcién fundamental
en la renovacion, persistencia y dispersién de las poblaciones de plantas, la
regeneracion de los bosques y la sucesion ecoldgica. En la naturaleza la semilla es
una fuente de alimento basico para muchos animales (Azcon-Bieto & Taldn, 2000). Es
uno de los principales recursos para el manejo agricola y silvicola de las poblaciones
de plantas, para la reforestacion, la conservacion del germoplasma vegetal y para la
recuperacion de especies valiosas sobreexplotadas. Las semillas pueden
almacenarse vivas por largos periodos, asegurandose asi la preservacion de especies

y variedades de plantas valiosas (Azcon-Bieto & Talon, 2008). En los procesos de



restauracion ecologica, la informacion de los requerimientos ecoldgicos de las semillas
y las plantulas, y en particular las semillas de las especies es rara vez articulada en la
conservacion y en los planes de manejo de los programas de restauracion (Khurana &
Singh, 2002). Hay pocos estudios acerca de la reproduccion de especies nativas con
fines de restauracién ecoldgica (Castaneda et al., 2006) y cada vez existe la necesidad
de contar con material vegetal de buena calidad que permita desarrollar proyectos a
mayor escala. Por tanto, el conocimiento sobre la germinacién de las especies nativas
o naturalizadas es entonces, el paso inicial toda vez que el material vegetal (plantulas)
es el insumo de partida en el proceso (Pérez-Suarez, 2011). Su conocimiento no solo
esta relacionado con requerimientos de germinacion, sino que incluye los
pretratamientos y las técnicas de almacenamiento para asegurar su disponibilidad a

corto, mediano y largo plazo (Vargas & Pérez-Martinez, 2014).



Il. ANTECEDENTES

La familia Fabacea es una de las familias mas importante y también una de las
mas grandes. Esta familia se divide en 3 subfamilias: mimosoideas, ceasalpinoideas y
faboideas (Mostacero et al., 2009). En el Peru se han registrado alrededor de 145
géneros y 1000 especies (Brako & Zarucchi, 1993; Baldedn et al., 2006), y en su
mayoria son arboles y arbustos. Se han determinado 234 especies y 40 variedades
como endémicas en 47 géneros. El género con mayor numero de especies endémicas
es Lupinus. En tal sentido, hay la necesidad prioritaria de realizar estudios taxonémicos
detallados y una mayor recoleccion de especimenes de este género (Baldedn et al.,
2006). Por otra parte, las fabaceas endémicas ocupan la mayoria de regiones
fitogeograficas, principalmente la mesoandina, como la puna humeda y seca y los
bosques muy humedos montanos, entre los 1100 y 4 800 metros de altitud (Baldeon
et al., 20006).

2.1 Género Lupinus

El género Lupinus (Fabaceae) se encuentra ampliamente distribuido en casi
todo el mundo y se han reconocidos dos grandes grupos separados geograficamente,
de una parte, las especies con distribucién en el Nuevo mundo, y otro distribuido en el
Viejo Mundo (Barney, 2011, Walker et al., 2003). Este género es grande y diverso con
aproximadamente 500 especies que incluyen a especies anuales, herbaceas

perennes, pocas especies semilefiosas, arbustivas y arbolillos (Dunn, 1984).

En Ameérica, se encuentran la mayoria de las especies nativas representando
el 90% de las especies del género. Se ha determinado dos centros importantes de
diversidad, al Oeste de Norteamérica y en la zona oriental de los andes de Sudamérica
(Eastwood y Hughes, 2008, Abdel-Kader & Bayer, 1999). Estas especies se
encuentran, distribuidas desde las regiones templadas hasta la regién subtropical del
oeste de la cordillera de los andes en el nuevo mundo. Geograficamente, las
leguminosas estan distribuidas desde Alaska hasta el sur de Argentina y Chile (Dunn,
1984).



Por otra parte, la forma de crecimiento de las especies en el género Lupinus
son hierbas o arbustos pubescentes, lanosos, sericeos a glabros. De raiz pivotante,
con gruesos nodulos bacterianos globosos en su eje principal. Hojas alternas, en
roseta a lo largo de los tallos, generalmente digitadas con 3-10 foliolos irradiando
desde al apice del peciolo; pocas especies unifoliadas; peciolo largo o muy breve,
estipulas en general desarrolladas, agudas, agudas a la base del peciolo por mas de
su mitad similar a una vaina abierta. Racimos terminales o terminales y opositifolios,
simples, en general erectos, multifloros, vistosos con bracteas caedizas y bractéolas
pequefias soldadas al caliz (Flores, 1997). Con caliz bilabiado, labios mas largos que
el tubo calicino campanulado; bractéolas soldadas al caliz y emergiendo como
dientecitos supernumerarios entre los labios (Flores, 1997). Corola violacea, rosa o
blanca, o lila, rara vez amarilla, a veces con mancha central de otro color, estandarte
circular u ovalado, a menudo reflexo, y sus bordes laterales muy doblados hacia atras
cubriendo el labio superior del caliz, alas anchas obtusas, anteriormente soldadas
entre si por sus bordes (como ocurre en los pétalos de la quilla) y envolviendo a éste
ultima; quilla ancha, en el apice aguda y rostrada. Estambres monadelfos en tubo
cerrado, anteras dimorfas, alternadamente cinco largas y cinco breves (Flores, 1997).
Ovario sésil, con dos a numerosos ovulos, estilo incurvo y estigma apical. El tipo de
fruto, es un legumbre comprimida, ascendente, rostrada, pubescente, interiormente
septada, coriaceae, dehiscente, de valvas después espiraladas (excepto en especies
domesticadas). Con semillas ovales o subcuadradas, sin arilo ni endospermo, hilio

pequefio en un angulo, con reborde tegumentario prominente (Flores, 1997).

2.1.1 Lupinus ballianus C.P. Sm.

Es arbusto de aproximadamente 1.50 metros de alto, con ramas y peciolos con
una pubescencia atenuada (Figuras 1 y 2); estipulas de 1,5-1,8 cm de longitud
adheridos al peciolo, subulada, sericeo-villosa; foliolos adpresos-pubescentes en las
dos caras, oblongo, agudo, aplanado o con duplicado de 2-5 cm de longitud, por 4 mm
de ancho; racimos con flores de color azules laxas, de mas 10 cm de longitud, y con

mas de 12 verticilos de flores; pedunculo de 3-5 cm de longitud; bracteas lanceoladas,



subuladas de 4-4,5 mm de longitud con pedicelos esparcidamente pubescentes de 5-
8 mm de longitud. Flores de 15-16 mm de longitud, caliz sub-adpreso villoso, con los
labios superior bidentado, el I6bulo entero arqueado; estandarte suborbicular, con
pubescencia en la punta, las alas de 10 mm de ancho, la quilla eciliada; ovario
pubescente, cubierto con tricomas muy largos en la parte ventral, con 5-6 6vulos
(Carrillo, 1970). Esta especie crece en las laderas rocosas y se desarrolla desde los
3000 hasta los 4000 metros de altitud, y esta distribuida en los departamentos de

Ancash, Ayacucho, Arequipa, Cusco, Lima y Puno (Brako & Zarucchi, 1993).

Figura 1. Muestra de una planta adulta de Lupinus ballianus en una poblacién de esta especie en
Caruya-Rio blanco, Distrito de Chicla, provincia de Canta, region Lima.



Figura 2. Fruto (a) y (b) semillas seleccionadas de Lupinus ballianus colectadas en Caruya-Rio blanco,
distrito de Chicla, provincia de Canta, region Lima.

2.1.2 Lupinus condensiflorus C.P.Sm.

Es una especie arbustiva de 60 a 110 centimetros de longitud, con tallos y
ramas sericeo-adpresas (Figuras 3 y 4). Hojas de 5,2 — 7,5 cm de longitud. Estipulas
de 8-11 mm de longitud. x 1,5-2 mm de ancho, oblanceoladas-aristadas, vellosas-
apresas. Peciolo de 1,8-3,6 cm de longitud. Foliolos de 6-8 verdes, extendidos,
oblanceolados, apice agudo, mucronado, de 2,5- 4,0 cm x 4,5 -0.9 cm de ancho, haz
glabro, envés velloso-adpreso. Racimos densos, de 10-26 cm x 3,5-4,5 cm de ancho.,
con 8 a 16 verticilos de flores, pedunculos de 3,8-10 cm longitud, velloso ascendente-
adpresos. Bracteas oblanceoladas-aristadas, de 4-8 mm de longitud., vellosas-
adpresas, persistentes o caducas, pedicelo de 6-12 mm de longitud., velloso. Flores
azules-claras o intensamente azules, de 12-14 mm de longitud. Caliz velloso, labio
superior bidentado o bifido de 5,5-8 mm de longitud, el inferior tridentado, de 6-8mm
de longitud reflexo. Estandarte suborbicular de 12-14 mm de longitud x 15-18 mm de
ancho, velloso en la linea media y en el apice; alas de 12-14,5 mm x 7,5 -10 mm de

ancho, quilla de 12-14 mm x 4-6 mm de ancho eciliada u oscuramente ciliada. Ovario

7



velloso con 5 6vulos. Legumbre madura de 2,9 cm x 0,8 cm de ancho, vellosa con 3 a
5 semiillas, rostrada (Flores, 1997).

Figura 3. Muestra de una planta adulta de Lupinus condensiflorus en el Cerro bendita, distrito de
Lachaqui, provincia de Canta, regién Lima.

Figura 4. Fruto (a) y semillas (b) seleccionadas de Lupinus condensiflorus colectadas en el Cerro
bendita, distrito de Lachaqui, Provincia de Canta, regién Lima.
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2.2 Género Astragalus L.

El género Astragalus, es considerado como el género que tiene la mayor riqueza
especifica en la familia de fabaceas (Gémez-Sosa, 1979). Se han estimado que esta
conformado entre 2500 y 3000 especies (Lock & Simpson, 1991), y se encuentran
distribuidas en las regiones frias y aridas de casi todo el mundo, con excepcién de
Australia y Nueva Zelanda (Gémez-Sosa, 1979).

En Norteamérica, se ha calculado que hay entre 400 y 450 especies, pero la
mayor diversidad especifica estd en Asia con 1000 a 1500 especies (Wojciechowski
et al., 1999). De otro lado, en América del Sur se han registrado 110 especies
endémicas, distribuidas en Ecuador, Peru, Bolivia, Chile, Uruguay y Argentina (Gémez-
Sosa, 1979).

En el Peru, se han registrado 27 especies de Astragalus (Zarucchi, 1993; Gomez-
Sosa, 2010), de los cuales hay un total de 17 especies endémicas. Morfologicamente
son hierbas perennes, inermes, glabras, pubescentes o villosas, en forma de matas o
cojines densos, rara vez con rizomas viajeros; hojas imparipinadas, multifoliadas, sin
estipulas, estipulas en la mayoria de las especies envainadas, membranosas; flores
azules, violaceas blancas en racimos axilares pedunculados, espiciformes o laxos, rara
vez solitarias, caliz gamosépalo penta-lobulado frecuentemente con pubescencia
negruzca; pétalos en general unguiculados, quilla breve, obtusa; estambres diadelfos,
anteras uniformes; ovario sésil o estipitado, con numerosos o6vulos, estilo filiforme
glabro; vaina bivalva variada, eliptica, comprimida con suturas gruesas o algo inflada,
alargado-acuminado, cilindrica u ovoides-eliptica, con sutura inferior invaginada,
formando como dos bolsones longitudinales y a veces prolongada anteriormente en
falso tabique membranoso, que divide al fruto completamente o incompletamente en
dos léculos longitudinales amplios; semillas arrifionadas, pequenas, sobre funiculos
alargados (Carrillo, 1970).

2.2.1 Astragalus garbancillo Cav.

Son matas densas perennes o mas o menos arbustivas frecuentemente glabras
o fuertemente pilosas, de tallos erectos o algunas veces decumbentes-ascendentes
de mas de 30 centimetros de alto, en lugares muy frios son de reducido tamaro, de
12 a 14 pares de foliolos elipticos obtusos o emarginados, generalmente de 6 a 12
milimetros de largo por 3 a 5 milimetros de ancho, de color verde, glabro o piloso
ceniciento (Figura 5); estipulas generalmente conspicuas, frecuentemente blancas

membranosas; racimos en pedunculos axilares cerca o igual al tamafo de las hojas



generalmente con muchas flores blancas con lilas de 2 centimetros de longitud,
pedicelos de 2 milimetros de longitud; caliz desarrollado de 14 milimetros de longitud
pilosos mas o menos de color marrén oscuro, los Iébulos cortos subulados de 4
milimetros de longitud y estandarte de 2 milimetros de longitud y uiia muy pronunciada;
ovario pubescente, estilo largo delgado. El fruto, es una vaina oblonga ovoide, algunas
veces comprimida puberulento (Figura 6), con 3 a 4 semillas (Carrillo, 1970).

Figura 5. Muestra de una planta de Astragalus garbancillo en floracién en el Cerro bendita, distrito de
Lachaqui, provincia de Canta, regién Lima.
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Figura 6. Semillas seleccionadas de Astragalus garbancillo (b) y fruto (a) colectado en el Cerro bendita,
distrito de Lachaqui, provincia de Canta, region Lima.

2.3 La contaminacion de suelos con metales pesados

La contaminacion es un proceso que deriva de acciones antrdpicas, por los
cuales entra y se acumula en el suelo uno o mas contaminantes en una concentracion
tal que puede alterar las funciones del suelo y afectar negativamente a otros sistemas
asociados como el aire, el agua y los organismos (Porta et al., 2013). La contaminacién
de un suelo se produce, como consecuencia de las actividades humanas, hay un
incremento en la concentracion de una o varias sustancias potencialmente toxicas, ya
sea minerales (metales pesados, como el plomo, mercurio, cadmio, cobre cromo,
selenio, arsénico y sus compuestos; materiales radioactivos; asbesto; y otros
materiales peligrosos), ya sean sustancias organicas como los productos xenobidéticos,
fitosanitarios, dioxinas, hidrocarburos, plasticos, aceites, alquitran, etc. La fuente de
contaminacién puede proceder de residuos industriales, fangos, derrame de petroleo,
cenizas industriales, residuos de productos agroquimicos, entre otros (Porta et al.,
2013).
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De otra parte, desde el punto de vista administrativo un suelo se considera
contaminado cuando la concentracion de uno o varios contaminantes, cuyos niveles
estan legalmente establecidos en cada pais, y supone un riesgo para la salud humana
o los organismos del ecosistema (Porta et al., 2013). Asimismo, si se conoce la fuente
de un contaminante, se habla de contaminacién puntual, mientras si se desconoce el
origen, se trata de una contaminacion difusa, y el problema sera mucho mas dificil de
resolver, por ejemplo, si el contaminante puede haber sido transportado por una capa
freatica lejos de su lugar de procedencia (Wuana & Okieimen, 2011). Una de las
consecuencias mas negativas de la revolucién industrial ha sido la dispersion de los
contaminantes en el agua, la atmdsfera y en el suelo. De estos, el suelo es el medio
mas estatico, donde los contaminantes pueden permanecer durante mucho tiempo.
Esta permanencia a largo plazo es especialmente grave en el caso de los
contaminantes inorganicos como los metales pesados. Su persistencia, acumulacion
progresiva y/o su transferencia a otros sistemas supone una amenaza para la salud

humana y los ecosistemas (Becerril et al., 2007).

Por otra parte, el término de “metal pesado” se refiere a aquellos metales de la
tabla periddica cuyo peso especifico es superior a 5 g cm= o que tienen un nimero
atémico por encima de 20, excluyendo generalmente a los metales alcalinos y
elementos alcalinotérreos (Breckle, 1991). El término resulta algo impreciso si se
tienen en cuenta las propiedades fisico-quimicas de los elementos, especialmente las
propiedades idnicas que definen la capacidad de complejacion y las propiedades
bioldgicas. Se han utilizado otros términos como “metal téxico” o “elemento traza”, sin
qgue ninguno de ellos se refiera a los mismos elementos, resultando igualmente poco
satisfactorios. En cualquier caso, parece que el término de “metal pesado” puede ser
utilizado de una forma globalizadora para referirse a aquellos metales clasificados
como contaminantes ambientales (Tiller, 1989).
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Esta denominacion tiene connotaciones de contaminacion o toxicidad (Duffus,
2002), pero tiene un escaso significado biolégico al agrupar elementos con distinto
comportamiento (Duffus, 2002). Asi, la esencialidad de algunos metales pesados para
las plantas superiores (Cu, Fe, Mn, Zn) es bien conocida, también para animales (Co,
Cr, Ni) y seres humanos (Fe, Mn, Ni, Zn, Cu, V, Co y Cr) (Oliver, 1997). Sin embargo,
la presencia de otros metales pesados como por ejemplo Cd o Pb, no esenciales,
pueden llegar a limitar el crecimiento vegetal y/o ser toxicos para las plantas, animales
y seres humanos (Adriano, 2001). Ademas, incluso elevadas concentraciones de
elementos esenciales pueden causar efectos negativos sobre los seres vivos (Oliver,
1997). El estrés en las plantas, derivado de un excesivo contenido de metales pesados
en los suelos, es mayor que el provocado por la deficiencia de metales pesados
(Kabata-Pendias, 2004). En efecto la fitotoxicidad producida por la elevada
concentracion de metales pesados, que afecta al crecimiento y desarrollo vegetal, es
debida tanto a la toxicidad intrinseca de los metales, como al caracter acumulativo de
cada elemento (Gupta & Gupta, 1998). Por consiguiente, concentraciones altas de
metales pesados (esenciales o no) en el suelo, pueden causar sintomas de toxicidad

en las plantas e, inclusive, inhibir su crecimiento.

La fitotoxicidad puede venir provocada por alteraciones de numerosos procesos
fisiolégicos originados a nivel molecular y/o celular por la inactivacion de enzimas, el
bloqueo de grupos funcionales de moléculas metabdlicamente importantes, el
desplazamiento o la sustitucion de elementos esenciales o la destruccion de la
integridad de las membranas (Dary, 2015). El efecto bastante comun de la toxicidad
del metal pesado es el aumento de la produccion de especies reactivas de oxigeno
debido a la interferencia con la actividad de los transportadores de electrones,
especialmente en la membrana de los cloroplastos (Pagliano et al., 2006). Este
incremento de especies reactivas provoca en la célula un estrés oxidativo que conduce
a la peroxidacion de lipidos, el deterioro de macromoléculas, el desmantelamiento de
las membranas, la pérdida de iones y la rotura de las cadenas del ADN (Rascio &
Navari-1zzo, 2011).
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No obstante, las plantas acuden a una serie de mecanismos de defensa para
controlar la absorcion, la acumulacién y el transporte de estos metales toxicos y
detoxificarlos excluyendo del citoplasma las formas idnicas libres (Figura 7). Una de
las estrategias que las plantas mas utilizadas es impedir la entrada del metal pesado
a las células de la raiz atrapandolo en el apoplasto uniéndolo a exudados como los
acidos organicos (Watanabe & Osaki, 2002) o a grupos anionicos de la pared celular
(Dalla Vecchia et al., 2005). La mayoria de los metales pesados que entran en la planta
son confinados en las células de la raiz, donde son detoxificados uniéndose a
sustancias organicas como los aminoacidos, acidos organicos o péptidos de se unen

a los metales y/o acumulandolos en las vacuolas (Hall, 2002).

hipertolerante hipertolerante
no-hiperacumulador hiperacumulador

Figura 7. Mecanismos implicados en la hipertolerancia a metales pesados y distribucion del metal en
una planta excluyente no hiperacumuladora (izquierda) y en una planta hiperacumuladora (derecha).
(1) Union del metal pesado a la pared celular y/o a los exudados de la planta; (2) absorcion por la raiz;
(3) quelacion en el citosol y/o acumulacion en vacuolas; (4) transporte desde la raiz hasta la hoja. Los
puntos de color indican el 6rgano de la planta donde ocurren los diferentes mecanismos y el tamario del
punto el nivel de cada uno de ellos. De acuerdo con la hipétesis elemental de defensa, las elevadas
concentraciones de metales pesados convierten a las hojas hiperacumuladoras en veneno para los
herviboros. Fuente: Rascio & Navari-1zzo (2011), texto traducido por Enoc Jara.
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También la movilidad y la biodisponibilidad de los metales pesados estan
determinados por factores ambientales, y la fijacion de metales en los sedimentos
ocurre por adsorcion y reacciones con la materia organica, debido al tipo de suelos, la
textura, capacidad de intercambio cationico y de retencién (Brunetti et al., 2009). Los
metales pesados pueden participar en una serie de procesos, incorporandose al ciclo
del agua, principalmente en la fase relacionada con el suelo y el agua subterranea,
puede acumularse en el suelo como resultado de reacciones quimicas via proceso de
adsorcion, solubilizacién, precipitacion y cambios en su estado de oxidacion, o bien
pueden estar presentes en tejidos vegetales, debido a su asimilacion por las plantas
(Navarro et al., 2009). Las consecuencias ecoldgicas de los suelos contaminados por
metales pesados, aparentemente pasan desapercibidos, pero son potencialmente
peligrosos para la vida de loas organismos (Bernal et al, 2007). Suponen un riesgo por
su lixiviacidn hacia aguas superficiales y subterraneas, absorcion por las plantas, y
finalmente el paso a la cadena trofica. Cuando se dan niveles altos de
biodisponibilidad, tanto los elementos esenciales (Cu, Zn, Mn, Fe, Ni, Mo) como los no
esenciales (Cd, Pb, Hg, Cr) pueden ser toxicos. La amenaza que suponen para la
salud humana y animal se agrava por su larga persistencia en el suelo. Para la
descontaminacion de elementos toxicos en suelos se utilizan las técnicas de

fitoextraccidn y fitoestabilizacion o fitoinmovilizacién (Carpena & Bernal, 2007).

2.3.1 Cadmio

El cadmio es uno de los metales pesados traza del suelo mas solubles y
peligrosos debido a su alta movilidad y que en pequefias concentraciones tienen
efectos nocivos en las plantas. Hay que considerar la peligrosidad del cadmio para la
salud humana, a través de la ingestion de alimentos, ha llevado a muchos
investigadores a analizar la posible influencia de las practicas agricolas en el contenido
de cadmio en el suelo. De hecho, algunos resultados muestran importantes diferencias
entre el contenido de cadmio en suelos agricolas y aquéllos que no han sido cultivados,
por ejemplo, en Australia Jinadasa et al. (1997) observaron que el incremento del

contenido de cadmio en el suelo esta, en principio, asociado con el material originario.
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Sin embargo, se ha visto incrementado a lo largo del siglo XX por la mineria,
contaminacidon atmosférica, quema de combustibles fosiles, depdsito de embalajes de
plastico y baterias que contienen cadmio, y por la aplicacién en los suelos agricolas
de fertilizantes y de lodos depuracion. En los suelos agricolas, de todas las actividades
enumeradas, la aplicaciéon de fertilizantes fosforados es la principal fuente de
contaminacion de cadmio (Oliver, 1997).

2.3.2 Plomo

Es un metal potencialmente dafiino que tiende a contaminar el ambiente ya que
se acumula en los suelos a causa de su baja solubilidad y relativa susceptibilidad a la
degradacion microbiologica por lo que permanece accesible a la cadena alimenticia y
no hay evidencia de que juegue un rol esencial en el metabolismo humano (Estévez
et al., 2000). El plomo (Pb2*) es uno de los metales pesados presentes en los suelos
que no se degrada, pero sigue acumulandose continuamente. Los suelos
contaminados con plomo comunmente, se encuentran asociados con cadmio y zinc.
La barrera suelo-planta limita la trasmision del plomo a la cadena alimenticia, ya sea
por procesos de inmovilizacion quimica en el suelo, o limitando el crecimiento antes
que el plomo absorbidos alcancen los niveles que pueden ser dafinos para el ser
humano. La absorcién y movimiento del plomo por la contaminacién atmosférica en
las hojas pueden llegar a ser de un 73 a 95% del contenido del plomo total en hortalizas

de hoja, como en espinacas y los cereales (Kabata-Pendias, 2011).

2.3.3 Zinc

Es un elemento traza esencial para las plantas superiores y los animales. Esta
presente en muchos alimentos y en suelos con bajo contenido de materia organica
(Montenegro y Fredes, 2008). El zinc es un elemento esencial para las plantas, que
participa en varios procesos metabodlicos y es componente de varios enzimas. El
contenido medio de zinc en la superficie de los suelos de diferentes paises varia de 17

a 25 mg Kg™'. Por otra parte, se considera como niveles de fitotoxicidad para el hombre
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y animales de bajo a moderado, cuando la concentracion de zinc es de 100 a 400 mg
Kg', y la fitotoxicidad es critica y aguda en suelos acidos (Kabata-Pendias, 2011).

2.4 Fitotecnologias utilizadas en la remediacion de suelos contaminados

Hay la necesidad de utilizar procesos sostenibles con bajo costo efectivo y
ecolégicamente realizable y que no implique la remocion del suelo y/o acumulacion y
que no destruyan las funciones biologicas de los suelos. Ademas, se han reportado
que altas concentraciones de cadmio, plomo, cobre y cromo originadas por las minas
(Prassad & Freitas, 2003). Los metales como el plomo, cadmio, mercurio, arsénico son
muy dafinos para la salud humana y para la mayoria de los organismos vivos. Son
elementos no degradables, ni quimica, ni biolégicamente, con lo que acaban

acumulandose en los suelos (Llugany et al., 2007).

Para eliminar muchos de los contaminantes de los suelos afectados se ha
desarrollado una novedosa tecnologia limpia, barata y eficaz. Se trata de la
fitorremediacion, que consiste en el uso de las plantas para limpiar suelos
contaminados con metales, plaguicidas, solventes, explosivos, petréleo, lixiviados de
vertederos de agua contaminada (Brock & Jackson, 1997). La fitorremediacién tiene
grandes ventajas de ser in situ, de bajo costo y sustentable para el ambiente (Ehsan
etal., 2009). Una tecnologia verde basada en el uso de la energia solar, facil de aplicar,
uso frecuente a un amplio rango de metales, conocimiento de bases agricolas,
reciclado del metal tras mineralizacion con gran reduccién de la masa del
contaminante, etc. La fitorremediacion ofrece la ventaja adicional de hacer los sitios
contaminados estéticamente llamativos, lo que permite apoyo e interés publico (Dary,
2015).

Particularmente, el tratamiento de los suelos contaminados mediante
fitorremediacion implica la interaccion de los contaminantes, las raices y la microflora
en la rizosfera (la capa del suelo ocupada por las raices). Entre las posibilidades en el
tratamiento de los contaminantes se tienen que estos pueden extraerse del suelo y
acumularse en los tejidos de las plantas o pueden degradarse en la rizésfera debido a

la actividad enzimatica de la planta y la microflora del suelo (Karaka et al., 2018).
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Asimismo, alternativamente los contaminantes pueden inmovilizarse en la rizdsfera
cuando se transforman en otras especies quimicas con menor biodisponibilidad. Varios
fitotecnologias se han descrito dependiendo del tipo de contaminante a ser tratado y
de los procesos involucrado en la fitorremediacion. Estas fitotecnologias son: la
fitoacumulacion (también llamada fitoextraccion), fitoestabilizacion, rizofiltracion,
fitodegradacion, rizodegradacion (también llamada fitoestimulacion) y fitovolatilizacion
(Figura 8) (Karaka et al., 2018). Sin embargo, cuando se tratan los suelos
contaminados con metales pesados, e inclusive de los relaves de mina, solo son
aplicables la fitoestabilizacion y la fitoextraccion, con la limitacion de que la profundidad
de remediacion se restringa a la rizosfera (Mendez & Maier, 2008).

Fitovolatilizacion

N\

Fitodegradacion Ni2*

Hidrocarburos Fitoextraccion
CO, +H0 w \
-2+A/
Rizofiltracid PAH Rizodegradacion
o CO, + H,0
Cd2+ 2 2

Bacteria

Pbh2* IPb
Fitoestabilizacion

Figura 8. Fitotecnologias utilizadas en la eliminacién, la inmovilizacién y/o en la degradacién de los
contaminantes organicos e inorganicos. Fuente: Karaka et al. (2018), texto traducido por Enoc Jara.

18



2.4.1 Fitoextraccion

También conocido como fitoacumulacion, fitoabsorcion o fitoquelacion, que
consiste en la absorcion de contaminantes del suelo o el agua por las raices de las
plantas y, su traslocacion y acumulacion en la biomasa aérea como en las hojas y los
tallos (Azrat et al., 2013). La translocacion de los metales a los brotes es un proceso
bioquimico crucial y es deseable en una fitoextraccion efectiva porque la cosecha de
la biomasa de raices generalmente no es factible (Zacchini et al., 2009). Este
mecanismo ha sido ampliamente estudiado en plantas que acumulan metales y
recientemente con materiales radioactivos (Piechalak et al., 2008). Este método
generalmente se aplica a suelos contaminados con metales con concentraciones de
metales bajas o medianas, cuando la biotoxicidad del metal no afecte severamente el
metabolismo de la planta. Ademas, la fitoextraccion no destruye la estructura ni la
fertilidad del suelo (USEPA, 2000). Es decir, el objetivo final de esta técnica es
cosechar la parte aérea de la planta y tratarla como un residuo, confinandola en lugares
especialmente acondicionados (Figura 9). Alternativamente, en el caso de que
resultara econdmicamente rentable, se podria proceder a la recuperacion del metal
(Dary et al., 2015).
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Figura 9. Fitorremediacion y fitomineria de suelos ricos en metales pesados mediante el uso de plantas
que hiperacumulan los metales en los 6rganos de la parte aérea de la planta. La cosecha de la parte
aérea de las plantas que conduce a la eliminacién de grandes cantidades de metales pesados téxicos
extraidos del suelo o a la recuperacion de los metales importantes que se utilizan. Fuente: Rascio &
Navari-1zzo (2011), texto traducido por Enoc Jara.

2.4.2 Fitofiltracion

Consiste en la remocion de los contaminantes de aguas superficiales o de
aguas residuales contaminadas mediante el uso de plantas (Mukhopadhyay & Maiti,
2010). La fitofiltracion puede ser rizofiltracion (uso de raices de las plantas) o
blastofiltration (uso de plantas). Por consiguiente, en los procesos de fitofiltracion el
objetivo es que los contaminantes sean absorbidos o adsorbidos, y por lo tanto su

movimiento a las aguas subterraneas se reduzca al minimo.

2.4.3 Fitoestabilizacion

La fitoestabilizacion se centra en establecer un sistema vegetativo limite del

area afectada y que tiende a modificar las condiciones fisicoquimicas en la rizésfera e
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inducir la inmovilizacién de los metales pesados dentro del suelo contaminado
(Sheoran et al., 2012). La fitoestabilizacion de metales es una estrategia diferente que
persigue la inmovilizaciéon de los metales en el suelo, impidiendo su dispersion y su
entrada en la cadena trofica (Mendez & Maier, 2008). Ademas, la fitoestabilizacion
resulta ser un método adecuado y barato para reducir de forma inmediata el impacto
negativo de la contaminacion. Se puede utilizar también en areas contaminadas muy
extensas o inaccesibles donde otros procedimientos de remediacion son
impracticables (Dary, 2015). Los metales se acumulan en las raices de la planta o son
precipitados por exudados radicales. Una planta fitoestabilizadora ideal deberia ser
tolerante a metales y acumularlos principalmente en las raices, presentando muy
pocos factores de translocacion. Puesto que esta técnica no persigue la extraccion de
los contaminantes sino su estabilizacidn, requiere una monitorizacion periédica (Dary,
2015). Por tanto, las leguminosas acumulan metales fundamentalmente en las raices
(Pajuelo et al., 2007) por lo que son excelentes candidatas para su empleo como
fitoestabilizadoras. Precisamente, los mecanismos de la fitoestabilizacién se muestran

en la figura 10.

5. No translocacién del metal
a los brotes

1. Absorcién del metal

. 4. Precipitacion del metal
en la raiz

en la rizosfera

2. Acumulacion del metal en las raices
por absorcion (acumulacién en vacuolas)
y /o adsorcion (unién a la parede celular)

3. Formacion de complejos
con exudados de la raiz

Figura 10. Los mecanismos de la fitoestabilizacion de metales. Fuente: Karaka et al. (2018), Traducido
por Enoc Jara.
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2.4.4 Fitovolatilizacion

Esta técnica se fundamenta en la capacidad de las plantas (o las asociaciones
microbianas con las plantas) para absorber contaminantes (Se, As, Hg), transformarlos
en compuestos volatiles de baja toxicidad y evaporarlos en la atmosfera (Kopstik,
2014). Esta técnica es util cuando es posible convertir el metal en un compuesto volatil.
Si esta conversion tiene lugar en el interior de la planta, se puede producir la
evapotranspiracion del compuesto volatil a través de las hojas. Esto ocurre, por
ejemplo, con el selenio, que es complejado formando metil selenio cisteina y metil
selenio metionina, las cuales son transportadas hasta las hojas. Una vez alli, estos
compuestos se descomponen en metil selenio y dimetil selenio, los cuales son

volatilizados en las hojas (Dary et al., 2015).

245 Fitodegradacion

Consiste en la transformacion de los contaminantes organicos en moléculas
mas simples. En determinadas ocasiones, los productos de la degradacién le sirven a
la planta para acelerar su crecimiento, en otros casos los contaminantes son
biotransformados. Las plantas poseen la capacidad innata de detoxificar compuestos
xenobidticos. Dado que son organismos fotosintéticos, en comparacion con los
microorganismos, normalmente suelen carecer de la ruta completa de degradacién de
estos compuestos. En las plantas superiores, los xenobidticos pueden ser
parcialmente transformados a través de varios procesos bioquimicos (Gerhardt et al.,
2009).

2.5 Especies de Lupinus y Astragalus utilizados en la fitorremediacion de suelos
contaminados

Las especies de Lupinus que han sido estudiadas por su capacidad en la
fitoestabilizacion de metales pesados han sido con algunas de las especies del sur de
Europa. Por ejemplo, Dary et al. (2010) evaluaron la fitoestabilizacion in situ de suelos
contaminados con metales pesados utilizando Lupinus luteus, sefialan que ésta

especie logré acumular rapidamente cobre y cadmio principalmente en las raices, lo
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que indica su uso potencial en la fitoestabilizacidén de metales en el suelo. Martinez-
Alcala et al. (2010) evaluaron Lupinus albus en la fitorremediacion de suelos
contaminados con niveles altos de zinc, cadmio, cobre y plomo; y con valores de pH
de 4,2 a 6,8. En la rizosfera de los suelos acidos obtuvieron concentraciones bajas de
manganeso, zinc y cobre. Sin embargo, en la planta encontraron concentraciones altas
de metales pesados reflejando su mejor disponibilidad en el suelo. La limitada
transferencia de los metales pesados al tallo confirma el papel potencial de esta
especie en la fitoinmovilizacion de los metales pesados (Martinez-Alcala et al., 2009)
particularmente en suelos alcalinos y neutros contaminados. Asimismo, Vasquez et al.
(2006) evaluaron el uso de L. albus en la fitoestabilizacion de los suelos contaminados
con cadmio y arsénico, recomiendan el uso de esta especie en la fitoestabilizacion y
en la revegetacion de los suelos contaminados por metales. Por otro lado, Pastor et al.
(2003) luego de haber evaluado la acumulacién de L. albus en suelos contaminados
con zinc, la aplicacion de 300 partes por millon (ppm) de zinc produjo desbalances
nutricionales. Sin embargo, obtuvieron una alta acumulacién de zinc en las raices (4
640 ppm) y en la parte aérea (3 605 ppm), debido a estas caracteristicas consideran
que L. albus ofrece un potencial fitorremediador y util para realizar la revegetacion de
areas degradadas de suelos acidos o neutros contaminadas con zinc. Asimismo,
sefalan que en forma complementaria que L. albus podria ser usado con el objetivo

lograr la recuperacion de suelos contaminadas con mercurio (Zornoza et al., 2010).

Cabe resaltar, los estudios internacionales muestran que la tecnologia con
mayores beneficios y la mas efectiva para estabilizar residuos mineros es la
fitoestabilizacion, que consiste en el uso de plantas metaléfitas excluyentes y
mejoradores de sustrato adecuados para inmovilizar o reducir la biodisponibilidad de
los metales presentes en un sustrato soélido in situ, como los residuos mineros. Las
plantas pueden elegir con base a sus mecanismos de secuestracion de los
contaminantes, por ejemplo, reacciones redox, por ejemplo, la reduccién de cromo VI
a cromo Il (Durhanm, 2004), precipitando el contaminante en una forma insoluble (por
ejemplo, plomo en forma de fosfato de plomo o incorporando a los compuestos

organicos dentro de la lignina de la planta (Cunningham et al., 1995).
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Para la fitoestabilizacion de un residuo en particular no s6lo deben tolerar y
acumular metales en forma adecuada, sino que también deben estar adaptadas al
clima local y ser inocuas para el medio ambiente. Entre las especies nativas que se
desarrollan en la regién alto andinas del Perd, y que tendrian las capacidades
potenciales para la fitoestabilizacion de suelos contaminados con metales pesados se
tienen a varias especies nativas de Lupinus y Astragalus. En trabajos realizados con
algunas especies de Lupinus de origen americano se destacan sus ventajas en la
fitoestabilizacion de metales pesados. Como, por ejemplo, el trabajo publicado por
Ehsan et al. (2009) en el crecimiento de Lupinus uncinatus con estrés de cadmio, por
su grado de tolerancia al cadmio en esta especie y debido a la acumulacién de este
metal en la planta. Proponen el uso en la fitoestabilizacidn y en la revegetacion de los
suelos contaminado con cadmio. También, De La Cruz-Landero et al. (2010) avaluaron
la respuesta de Lupinus versicolor en suelos contaminados con metales pesados, y
concluyen que esta especie puede ser utilizada en la extraccion de metales pesados,
en la fitoestabilizacion y en la revegetacion de suelos contaminados, especificamente

con cadmio, niquel y cobre.

Dada las enormes posibilidades destacables de las especies de Lupinus y
Astragalus que han sido demostrado por sus multiples bondades en los estudios
realizados con otras especies de estos géneros en el extranjero, por su alta resistencia
a diferentes situaciones de estrés: a) como la tolerancia a temperaturas bajas, b) la
capacidad de desarrollarse en suelos acidos o neutros lo que es habitual aquellas
zonas afectadas por los residuos mineros, junto a la capacidad que tiene en fijar
nitrdgeno atmosférico al tratarse de especies leguminosas. De otra parte, hasta donde
he podido indagar, en el Peru existen pocos estudios de fitorremediacién de suelos
contaminados con metales pesados, particularmente utilizando las especies nativas

y/o naturalizadas de Lupinus y Astragalus.
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2.6 La dormicion de semillas y tratamientos para eliminar la dormicién

La dormicién, dormancia o latencia de la semilla se refiere al estado actual de
una poblacién de semillas viables, en el cual las semillas viables no germinan cuando
se les proporcionan las condiciones normalmente favorables para la germinacion,
como la humedad adecuada, un régimen de temperatura apropiado, atmésfera normal
y, en algunos casos, luz. La dormancia ha evolucionado como una estrategia para
evitar la germinacion en condiciones donde la supervivencia de las plantulas es baja
(Rao et al., 2007; Schmidt, 2000). Hay varios grados de dormicion que varian de muy
leve a muy fuerte (profundo). A veces, el desarrollo o el grado de latencia cambian
durante la vida de la semilla, generalmente como respuesta a condiciones externas.
Por lo tanto, la latencia puede ser innata, desarrollarse, romperse y desarrollarse en la
semilla (Schmidt, 2000).

Existen varios tipos de dormicién, la dormicion primaria que esta dada por
factores exdgenos y endogenos. La dormicidon exdgena hace referencia a las
condiciones ambientales basicas que determinan el proceso de germinacion como
disponibilidad de agua, luz y temperatura. En tanto, la dormicion endogena es
inherente a las caracteristicas internas de la semilla, tales como dormancia por
embriones rudimentarios, inhibicion metabdlica u osmética. La dormicién combinada
(exégena-endogena) hace referencia a las combinaciones de latencia de la cubierta o
el pericarpio con latencia fisiolégica endogena (Baskin & Baskin, 2014). De otra parte,
la falta de germinacién de las semillas que presentan la dormicion fisica se debe a que
no se realiza la imbibicion con el agua, lo cual impide la activacién de sistemas
metabalicos y de informacion. Se considera que este tipo de impermeabilidad es uno
de los tipos mas evolucionados de dormicion (Baskin & Baskin, 2004; Baskin & Baskin,
2008). Se presenta en unas cuantas familias filogenéticamente avanzadas
exclusivamente de las angiospermas como Cistaceae, Convolvulaceae, Fabaceae,
Malvaceae y Rhamnaceae (Baskin & Baskin, 1998; Baskin, 2003). La gran familia
pertenecientes a las dicotiledoneas; su aparente abundancia se debe a que es el

mecanismo inhibitorio que prevalece en muchas leguminosas (Camacho, 2011).
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Las semillas con dormicion fisica tienen semillas o mantos de frutos
impermeables al agua, y no pueden absorber agua cuando se colocan en un ambiente
hamedo (Baskin & Baskin, 2000). La Impermeabilidad del agua en la semilla es
causada por una o mas capas de células en empalizada impermeables al agua que
forman una barrera para la entrada de agua (Baskin y Baskin, 1998). Para romper esta
condicion existen diversos mecanismos, tales como la escarificacion y la
estratificacion. La escarificacion es una técnica donde, por métodos mecanicos o
quimicos, se induce la germinacion a través de la rotura, abrasién o ablandamiento de
la cubierta seminal, haciéndola mas permeable al movimiento del agua y gases (Azcon
& Talon 2008). Si las estructuras que cubren la semilla evitan el crecimiento del
embridén, remuévalas para que pueda germinar. En algunos casos, la testa de la
semilla contiene inhibidores que evitan o demoran la germinacién, éstos se pueden
lixiviar colocando la semilla en agua corriente durante varias horas o sumergiéndola
en un gran volumen de agua que se debe cambiar cada seis a doce horas. La ISTA
también recomienda utilizar acido sulfurico concentrado, durante 2 a 45 minutos
dependiendo de la especie, para escarificar la testa. Este método, sin embargo, es

costoso y peligroso, y se debe seguir con cautela (Rao et al., 2007).
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. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipdtesis
3.1.1 Hipotesis de investigacion (Hi)

» Las semillas escarificadas de Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus
garbancillo tienen la capacidad de germinar en suelos contaminados con
metales pesados.

» Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus garbancillo inducen la
absorcién y acumulacion del plomo, cadmio y zinc en el sistema radical, la
inmovilizacion en el suelo, y minimizando el transporte de estos metales al tallo
y a las hojas en estas especies.

3.1.2 Hipotesis nula (Ho)

» Las semillas no escarificadas de Lupinus ballianus, L. condensiflorus y
Astragalus garbancillo tienen una baja capacidad de germinacion en suelos
contaminados con metales pesados.

» Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus garbancillo no inducen la
absorcién y acumulacion del plomo, cadmio y zinc en el sistema radical, los
metales se movilizan en el suelo facilitando el transporte y la acumulacién en
los tallos y en las hojas en estas especies.

3.2 Objetivos

3.2.1 Objetivo General

a. Conocer la calidad de las semillas de Lupinus ballianus, L. condensiflorus 'y
Astragalus garbancillo, y evaluar el desarrollo de estas tres especies
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promisorias en la fitorrestauracion de suelos contaminados con cadmio,

plomo y zinc en condiciones controladas.

3.2.2 Objetivos especificos

a. Evaluar la viabilidad de las semillas de Lupinus ballianus, L. condensiflorus y

Astragalus garbancillo.

b. Evaluar la emergencia de plantulas de Lupinus ballianus, L. condensiflorus y

Astragalus garbancillo en almacigos.

c. Determinar el contenido de humedad de las semillas de Lupinus ballianus, L.

condensiflorus y Astragalus garbancillo.

d. Conocer el crecimiento vegetativo de Lupinus ballianus, Lupinus condensiflorus

y Astragalus garbancillo en suelos contaminados con cadmio, plomo y zinc.

e. Determinar la acumulacion de cadmio, plomo y zinc de Lupinus ballianus,

Lupinus condensiflorus y Astragalus garbancillo.

f. Calcular el factor de bioacumulacion y de transferencia de cadmio, plomo y zinc

en Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus garbancillo.
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IV. MATERIAL Y METODOS

4.1 Meétodos

4.1.1 Método de colecta de frutos de Lupinus y Astragalus

Para realizar la colecta de los frutos de Lupinus ballianus, Lupinus
condensiflorus y Astragalus garbancillo en el campo se siguieron las recomendaciones
de colecta de frutos y semillas descritas por Gold et al. (2004), indican, que antes de
iniciar las colectas de frutos y semillas, es indispensable realizar las revisiones de las
colectas herborizadas de las especies a colectar, las tres especies en estudio fueron
revisadas en el Herbario (USM) de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, y
también se realizaron las revisiones bibliograficas, que permitié conocer la distribucion

geografica de estas especies en el Peru.

Para conocer la fenologia reproductiva de las especies, se siguieron las
recomendaciones dadas a conocer por Schmidt (2000) y antes de iniciar la colecta de
los frutos y semillas se realizaron tres visitas preliminares a las poblaciones naturales
de estas especies, lo que permitié conocer: la fenologia de estas especies, los meses
de inicio de la floracion, de la fructificacion, la maduracion de los frutos y el inicio de la
dispersion de las semillas, considerando que los frutos de las plantas no domesticadas
no maduran uniformemente en comparacién con sus parientes cultivadas de estas
especies. Por otra parte, luego de haber realizado las colectas de los frutos y semillas
de estas especies y de otras familias en las poblaciones naturales de la region andina
durante 4 anos continuos, se observaron que la mayoria de los frutos y las semillas de
las especies vegetales altoandinas la maduracion finaliza en el mes de julio. También,
se observo que la dispersion de las semillas se inicia en el mes de agosto y finalizando
la dispersion en el mes de octubre, y este proceso fisioldgico coincide con la estacion
en la region andina del Peru. Los criterios como el indicador de la madurez de los frutos
fue el cambio del color, la reduccién en el contenido de humedad y también la
dispersion, ya que es mas factible que las semillas dispersadas estén maduras con

respecto a semillas que deben ser extraidas del fruto (Schmidt, 2000). En la colecta,
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los frutos maduros fueron desprendidos manualmente de los racimos de los ejes
florales de estas especies cortando con una tijera de podar “pico de loro” y luego los
frutos fueron guardados en bolsas de papel Kraft (Ailstock et al., 2010). Finalizado las
colectas, los frutos fueron envueltos con papel toalla para reducir la humedad y fueron
colocadas dentro de bolsas de papel Kraft. Las bolsas con los frutos fueron rotuladas,
indicando el lugar de colecta, la fecha y la descripcion del area de colecta, y finalmente,

los frutos fueron trasladadas al laboratorio.

Los frutos de Lupinus ballianus fueron colectados en poblaciones de esta
especie, en el Centro poblado de Santa Rosa, distrito de Aquia, provincia de Bolognesi,
region Ancash, y en el Centro Poblado de Caruya-Rio blanco, distrito de Chicla,
provincia de Huarochiri, region Lima (Tabla 1). Los frutos de Lupinus condensiflorus
fueron colectados en poblaciones de esta especie en el Cerro bendita, distrito de
Lachaqui, provincia de Canta, region Lima. Los frutos de Astragalus garbancillo fueron
colectados en el Centro poblado de Santa Rosa, distrito de Aquia, provincia de
Bolognesi, regién Ancash, y en el Cerro bendita, distrito de Lachaqui, provincia de

Canta, region Lima (Tabla 1).

Tabla 1. Lugares de colecta de frutos y semillas de especies de Lupinus y Astragalus, en la
altitud y en las coordenadas geograficas (UTM) indicadas.

Lugares de | Distrito Provincia | Region Altitud Coordenadas
colecta (m) UTM
Centro Aquia Bolognesi | Ancash 3798 265166, 8894157
poblado de
Santa Rosa,
Cerro bendita | Lachaqui Canta Lima 3780 322491, 8722856
Caruya- Rio Chicla Huarochiri Lima 3 889 363325, 8701373
blanco

4.1.2 Procesamiento y limpieza de los frutos y las semillas

En el laboratorio de Fitologia Aplicada de la Universidad Nacional Mayor de San

Marcos, los frutos y las semillas fueron secados en una estufa marca Beltec a la
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temperatura de 38 °C por 72 horas. Cumplido el tiempo de secado, para facilitar la
liberacion de las semillas de los frutos, los frutos secos de cada especie fueron
golpeadas con una vara liviana de madera para facilitar el desprendimiento de las
semillas de los frutos. Algunas semillas persistentes dentro de las vainas de los frutos
se retiraron con la ayuda de una pinza fina. Luego las semillas de cada especie, y por
separado fueron tamizadas utilizando un juego de tamices graduadas y apilables de
los numeros 5, 10, 18, 35, 60 (Figura 11); que permitieron la separacion y la seleccion

de las semillas segun su tamafio (Figura 12) y el grado de desarrollo (Rao et al., 2007).

Figura 11. Tamices graduadas y apilables utilizadas para la separacién de las semillas de Lupinus y
Astragalus.
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Figura 12. Semillas de Lupinus separadas con los tamices graduadas.

4.1.3 Determinacion del contenido de humedad de las semillas

El contenido de humedad de la semilla se expresa en términos del peso del
agua contenida en una semilla como porcentaje del peso total de la semilla antes del
secado, conocido como peso humedo en base al peso fresco (pf) (International Seed
Testing Association (ISTA), 2005).

Previamente antes de iniciar la prueba, las placas petri de 60 x 15 mm fueron
secadas en una estufa a la temperatura de 120 °C por una hora, en seguida se espero
que las placas Petri se enfrien. Luego con un plumén marcador cada placa petri fue
rotulada indicando la especie y repeticidon. A continuacién, las placas petri vacias
fueron pesadas en una balanza analitica. En seguida se determiné el peso humedo de
las semillas, que consistié en poner una por una las placas Petri rotuladas dentro de
la balanza analitica. Para determinar la humedad de las semillas de Lupinus ballianus
y L. condensiflorus en cada placa Petri se agregd 20 semillas y luego se registro el

peso de las semillas. En cambio, para determinar la humedad de las semillas de
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Astragalus garbancillo se pesaron 100 semillas en cada placa Petri debido a que las
semillas son pequefas. Por cada especie se pesaron 5 réplicas, y para calcular los
promedios. Por otro lado, para determinar el peso seco de las semillas de Lupinus'y
Astragalus fueron secadas en una estufa a la temperatura de 105 °C durante 4 horas,

se siguiod las recomendaciones de secado indicado por Pablo-Pérez (2013).

El contenido de humedad en las semillas fue calculado con base al peso seco
(ps), es decir por la pérdida del peso y como porcentaje del peso seco de las semillas

(Rao et al.2007), y los calculos fueron realizado mediante la siguiente ecuacion.

Contenido de Humedad (% ps) = (peso fresco) — (peso seco) / (peso seco)] x 100

4.1.4 Pre tratamiento de las semillas mediante escarificacién mecanica

Para mejorar la hidratacion de las semillas y encontrar las condiciones
adecuadas para conseguir el éxito en la germinacion de las semillas en estas especies,
fue indispensable realizar un pre tratamiento de las semillas mediante una
escarificacion mecanica de la testa de las semillas, que consistié en lijar la cubierta
engrosada de las semillas utilizando una lija fina al agua No. 180. Al lijar la cubierta de
las semillas, se tuvo la precaucion de lijar las testas de las semillas solamente hasta
llegar al nivel los tejidos de los cotiledones, tejidos con presencia abundante de
almidén. En la escarificacion mecanica de las semillas con una lija se siguieron los

siguientes pasos:

a) Con una tijera se cortdé un segmento de la cinta adhesiva “masking type”, y luego

en la superficie adhesiva de la cinta, se adhirieron de 4 a 6 semillas.
b) La cinta adhesiva con las semillas adheridas en su superficie se hizo friccionar

sobre la superficie de la lija fina al agua No. 180, se rasparon varias veces la

cubierta de las semillas hasta lograr observar una capa de los tejidos de los
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41.5

cotiledones, y en ese momento se dejaron de raspar, y luego las semillas
escarificadas fueron guardadas en una placa de Petri.

Las semillas escarificadas fueron desinfectadas en una solucion de lejia a una
concentracion del 30% por 20 minutos, cumplido el tiempo de desinfeccidn, las
semillas fueron enjuagadas varias veces hasta verificar que el olor de lejia haya

desaparecido.

Método de prueba de viabilidad de las semillas

Para realizar esta prueba se siguieron las recomendaciones propuestas por Rao

et al. (2007); y se realizaron los siguientes procedimientos:

a)

Las placas Petri, laminas de papel aluminio, hojas de papel filtro, beakers y
pinzas finas fueron esterilizadas en una estufa a la temperatura de 140°C

durante una hora.

Se trazaron circulos en el papel filtro Whatman Grado 181 y luego con una tijera

se cortaron los circulos.

Se colocd el papel filtro de forma circular en la parte en las bases de cada placa
Petri de 100 x 15 mm.

Las placas Petri fueron rotuladas con un plumén permanente indicando el
nombre de las especies, el tratamiento, el numero de la repeticion y la fecha de
instalacion de la prueba.

A cada placa Petri con su papel filtro se agregd 6 mL de agua destilada estéril.
Las semillas escarificadas y desinfectadas de cada especie y por cada
tratamiento y por repeticién fueron colocadas dentro de las placas Petri y con

una separaciéon de 1 cm entre las semillas.
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9)

Cada una de las placas Petri fueron tapadas herméticamente y asegurando de

que no quede aire encerrado proveniente del exceso de humedad en las tapas.

Las placas Petri con las semillas fueron colocadas dentro de una camara de
crecimiento e incubadas a una temperatura de 21 °C de dia, 15 °C de noche,
con un fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas de oscuridad, y con una humedad

relativa de un 80% de dia y un 90% de noche.

El conteo de las semillas germinadas se realiz6 a los 3 y 10 dias. Se considerd
una semilla germinada, cuando presentd la emergencia de una radicula de al
menos 0,5 mm de largo. En los dias siguientes se continud realizando el conteo
de las semillas germinadas y no germinadas; el ensayo terminé a los 10 dias
de iniciado el ensayo, y finalmente se realizo6 el calculo del porcentaje de

semillas germinadas y no germinadas.

4.1.5.1 Prueba de tetrazolio para verificar la viabilidad de las semillas dormantes

Uno de los métodos mas frecuentes utilizados para verificar la falta de germinacion

de las semillas es la prueba de tetrazolio (TZ), y que consiste en colocar las semillas
cortadas longitudinalmente con el embrion expuesto, sobre una solucién incolora de
2,3,5-cloruro de trifenil tetrazolio 0,5% a 1%; si las células estan vivas el compuesto se
reduce produciendo un compuesto rojizo, producto de la accion de la actividad
deshidrogenasa de la semilla, que se evidencia tanto en el embribn como en el
endospermo (Schmidt, 2000).

Para preparar 1 litro de solucion neutralizada de cloruro de tetrazolio al 1%, se

a)

realizd de la siguiente forma:

Se disolvio 3,631 gramos de potasio dihidrogeno fosfato (KH2PO4) en 400 ml

de agua destilada.
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b) Se disolvid 7,126 gramos de disodio hidrogeno fosfato (Na2HPO4.2H20) en
600 ml de agua destilada.

c) Fueron Mezcladas las dos soluciones para preparar la solucion neutralizada.

d) Se disolvido 10 g de cloruro de 2,3,5,-trifenil-tetrazolio en 1 litro de la solucién

neutralizada.

e) En una bureta de 1 litro, las tres soluciones preparadas fueron mezcladas, y
luego se enraz6 con agua destilada hasta un litro. Finalmente la solucién
preparada fue ajustado a un pH entre 6 y 8 para lograr los mejores resultados

en la prueba de viabilidad de las semillas.

f) La solucion de tetrazolio fue transferida a un frasco de vidrio de color ambar,
cubierto con papel aluminio, y almacenado en oscuridad dentro de un

refrigerador a 4 °C.

Para realizar prueba de tetrazolio se siguieron los procedimientos sugeridos por
Rao et al (2007):

a) Las semillas no germinadas se cortaron con una hoja de afeitar en forma
longitudinal y poder dejar expuesto a los embriones y facilitar el tefido del

embrion.
b) La mitad de cada semilla fue descartada y la otra mitad fue colocada dentro de
unos viales de vidrio color ambar, y se les agrego la solucién de tetrazolio al

0.5%.

c) Lo viales fueron cubiertas con papel aluminio, para proteger de la luz, y se

guardaron dentro de una refrigeradora por 24 horas.

36



d) Después de la tincion, las semillas fueron lavadas varias veces con agua

destilada para eliminar el exceso de colorante.

e) Utilizando un estereoscopio las semillas fueron revisadas y con el patron de
tincion de las semillas; el color rojo intenso de los tejidos correspondio a semillas
viables. Los tonos rosados y rojos muy oscuros indican tejidos muertos.

f) Segun el patron de tincién, las semillas fueron clasificadas en tres categorias:
semillas totalmente tefidas que son viables; semillas totalmente libres de
coloracion que son no viables; y semillas parcialmente tefiidas que produciran
plantulas normales o anormales, dependiendo de la intensidad y patrén de la
tincion (ISTA, 2005).

4.1.6 Método de prueba para evaluar la emergencia de plantulas en macetas

4.1.6.1 Preparacién del sustrato para la prueba de evaluacion de emergencia de
plantulas de Lupinus y Astragalus

Esta prueba fue realizada en octubre y noviembre de 2016, en el Laboratorio de
Fitologia Aplicada de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional Mayor
de San Marcos. La temperatura media mensual fue de 24,3 °C y la humedad relativa

media mensual fue de 68,6%.
Para preparar un kilogramo de sustrato, se realizaron los siguientes procedimientos:
a) Utilizando una balanza de precisiéon se pesaron 300 gramos de suelo de
rizosfera de Lupinus ballianus, colectado en Santa Rosa, distrito de Aquia,

Region Ancash, 600 gramos de suelo organico “tierra de monte”, y 100 gramos

de arena de rio lavada.
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Las caracteristicas fisico-quimicas del suelo de rizésfera de Lupinus ballianus, y
del suelo organico utilizado en esta prueba, estan indicadas en las tablas 2 y 3,

respectivamente.

b) Los suelos y la arena fueron mezcladas hasta obtener un sustrato homogéneo.

c) El sustrato preparado fue desinfectado por la técnica de solarizacién, que
consistié en cubrir la mesa de trabajo con plastico transparente, se extendio
bien para evitar las burbujas de aire, se agrego el sustrato preparado humedo,
los bordes del plastico se doblaron para que no se escape el calor. Se dej6

directamente al sol por una semana.
d) Los orificios de las macetas que se encuentran en la parte media de la maceta
fueron cubiertos con papel periddico, para evitar que se derrame el sustrato

preparado.

e) El sustrato preparado y desinfectado se llené las % partes a cada maceta.
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Tabla 2. Caracterizacion fisico-quimica del suelo de la rizésfera de Lupinus ballianus procedente de
Santa Rosa, Aquia, Ancash utilizadas en la prueba de germinacién de semillas de Lupinus ballianus, L.
condensiflorus y Astragalus garbancillo.

Determinaciéon Valor Metodologia Interpretacion
Arcilla (%) 8

Limo (%) 28 Hidrometro de Franco arenoso
Arena (%) 64 Bouyoucos

Capacidad de campo (%) 26 Olla de presion --

pH (Relacion agua 1:1) 5,97 Potenciometria Ligeramente acido
Conductividad Eléctrica (dS m™") 0,90 Potenciometria No salino
Materia organica (%) 6,65 Walkley y Black Alto
Capacidad de Intercambio cationico 27,8 Acetato de amonio Medio

P disponible (mg kg™!) 13,9 Olsen Medio

K disponible (mgkg") 879 Fotometria de llama medio

K intercambiable (cmoles* kg) 1,82 Fotometria de llama Bajo

Ca intercambiable (cmoles* kg™) 14.9 Fotometria de llama Medio

Mg intercambiable  (cmoles” kg™!) 2.00 Fotometria de llama Medio
Sodio intercambiable (cmoles* kg™!) 0,07 Fotometria de llama Bajo

Zinc (mg kg 4,0 DTPA Bajo
Cobre (mg kg!) 1,8 DTPA Bajo

Fuente: Laboratorio de Suelos, Facultad de Agronomia. Universidad Nacional Agraria La Molina.
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Tabla 3. Caracterizacién fisico-quimica de suelo organico “tierra de monte” procedente de Santa
Rosa, Aquia, Ancash. Utilizadas en la prueba de germinacién de semillas de Lupinus ballianus, L.
condensiflorus y Astragalus garbancillo.

Determinacion Valor Metodologia Interpretacion
pH (Relacion agua 1:1) 6,03 Potenciometria Ligeramente acido
Conductividad Eléctrica (dS m™) 1,64 Potenciometria No salino
Materia orgéanica (%) 21,63 Walkley y Black Alto
Capacidad de Intercambio cationico 35,20 acetato de amonio Medio
P disponible (mgkg™") 39,5 Olsen Medio
K disponible (mgkg™) 873 Fotometria de llama Medio
K intercambiable (cmoles* kg') 2,34 Fotometria de llama Bajo
Ca intercambiable (cmoles™ kg™!) 21,30 CH3COONH4 IN Medio
Mg intercambiable (cmoles’ kg™!) 3,73 Fotometria de llama Medio
Na intercambiable (cmoles’ kg™!) 0,08 Fotometria de llama Bajo
Zn (mg kg™!) 8,10 DTPA Bajo
Cu (mg kg 0,90 DTPA Bajo
B (mg kg™ 5,53 Absorcion atomica Medio
Fe (mg kg™ 54,5 Absorcion atomica Medio

Fuente: Laboratorio de Suelos y Aguas, Facultad de Agronomia. Universidad Nacional Agraria La Molina.

4.1.6.2 Siembra de semillas de Lupinus y Astragalus en el sustrato para realizar la

prueba de emergencia de plantulas

Se procedié como se detalla a continuacion la siembra de semillas de Lupinus
ballianus, L. condensiflorus y Astragalus garbancillo:

Utilizando un tornillo de metal de 3 pulgadas, en el centro de la maceta con
sustrato, se hizo un hoyito de 1 cm de profundidad, luego se sembré 02 semillas
escarificadas y desinfectadas de estas tres especies, en seguida las semillas
se taparon con el sustrato y para finalizar este paso el sustrato fue compactada
ligeramente con una mayodlica de 25 cm cuadrados, y evitar que las semillas se

levanten al momento de regarlas.
Las semillas sembradas en el sustrato fueron regadas con 30 mililitros de agua

potable por cada maceta para poder humedecer las semillas, y dar las

condiciones que favorezcan el inicio de proceso de la germinacion.
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c) Las macetas fueron cubiertos con un plastico negro, y mantener en forma

constante la humedad y la temperatura del sustrato.

4.1.6.3 Incubacion de las semillas de Lupinus y Astragalus sembradas en sustratos
en la prueba de emergencia de plantulas

Las macetas con las semillas sembradas en el sustrato fueron incubadas sobre
la mesa de trabajo del Laboratorio de Fitologia Aplicada de la Facultad de Ciencias
Biologicas, Universidad Nacional Mayor de San Marcos. La temperatura media
mensual fue de 24,3 °C y la humedad relativa media mensual fue de 68,6%. Cada dos
dias los almacigos, fueron revisados para observar el inicio de la germinacion de

semillas.

4.1.6.4 Evaluacion de la emergencia de plantulas de Lupinus y Astragalus

Se contabilizaron las plantulas emergidas (cotiledones expandidos) de cada
especie por maceta y cada repeticion. También observaron el color de las hojas y otras
caracteristicas de crecimiento de las plantulas en cada especie. El ensayo se realizé
en el laboratorio de Fitologia Aplicada, Facultad de Ciencias Biolégicas, campus de la

Universidad Nacional Mayor de San Marcos, en noviembre de 2017.

4.2 Método de evaluacion del desarrollo de especies de Lupinus y Astragalus con
tratamientos de relave de mina

El experimento fue realizado en condiciones de invernadero y se evaluaron 12
tratamientos (Tabla 6). La unidad experimental fue una maceta de 19 cm de diametro
y 5 kg de capacidad. Como sustrato fueron utilizados suelo libre de metales pesados,
cuyas caracteristicas fisico-quimicas se sefalan en la Tabla 4 y relave de mina
polimetalico (RM), que fue obtenido de una concentradora polimetalica en la localidad
de Yani, distrito de Huamantanga, Provincia de Canta y sus caracteristicas quimicas

se indican en la Tabla 5. En seguida, se procedio con la adicion de los sustratos en las
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macetas, segun los tratamientos correspondientes. Las semillas de Lupinus ballianus,
L. condensiflorus y Astragalus garbancillo pre tratadas mediante una escarificacion
mecanica con lijado de la testa de la semilla utilizando una lija al agua numero 180,
fueron sembradas en cada uno de las macetas segun los tratamientos

correspondientes.
El experimento se realizd en un invernadero en el distrito de Lachaqui, provincia

de Canta, regién Lima. El ensayo fue instalado en octubre de 2011 y se culmind en

noviembre de 2012.
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Tabla 4. Caracterizacion fisico-quimica del suelo de Lachaqui, Canta, Lima. Utilizado en el
experimento.

Determinacion Valor Metodologia Interpretacion
Arcilla (%) 60

Limo (%) 28 Hidrometro de Franco arenoso
Arena (%) 60 Bouyoucos

Capacidad de campo (%) 23,2 Olla de presion --

pH (Relacion agua 1:1) 6,72 Potenciometria Ligeramente acido
Conductividad Eléctrica (dS m™) 1,1 Potenciometria No salino
Materia orgénica (%) 5,60 Walkley y Black Alto
Capacidad de Intercambio catidénico 26,4 Acetato de amonio Alto

P disponible (mg kg™!) 71,80 Olsen Medio

K disponible (mg kg™ 1948 Fotometia en llama Alto

K intercambiable ~ (cmoles” kg™!) 3,42 Fotometria en llama Medio

Ca intercambiable  (cmoles™ kg™!) 16,77 CH3COONH4 1IN Medio

Mg intercambiable (cmoles® kg™) 3,00 Fotometria en llama Medio
Sodio intercambiable (cmoles” kg™!) 3,21 Fotometria en llama --

Zinc (mg kg!) 287,50 DTPA Alto
Cobre (mg kg) 39,50 DTPA Medio

Fuente: Laboratorio de Suelos, Facultad de Agronomia. Universidad Nacional Agraria La Molina.

Tabla 5. Contenido de metales pesados analizadas en el relave polimetalico utilizado en el
experimento.

Determinacion Valor Metodologia
Zinc total (mg kg™) 3780,00 Digestion humeda
Cobre total (mg kg™ 1440,00 Digestion himeda
Plomo total (mg kg™ 2846,00 Digestion himeda
Cadmio total (mg kg™ 48,10 Digestion himeda

Fuente: Laboratorio de suelos y Aguas, Facultad de Agronomia. Universidad Nacional Agraria La Molina.
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4 2.1 Variables de evaluacion

4.2.1.1 Variables de crecimiento vegetativo

Las evaluaciones se realizaron cada 60 dias, por cada tratamiento y repeticion
en cuatro fechas diferentes, a los 60, 90, 120 y 180 dias después de iniciado el
experimento. En esta etapa del ciclo biolégico de las especies se evaluaron las
siguientes variables dependientes:

a. Altura de planta (cm)

Se midieron con una cinta métrica graduada en centimetros, se medié la
longitud de la planta desde el nivel superficial del sustrato hasta el apice de la

planta.

b. Numero de hojas por planta

Se contaron solamente las hojas saludables libre de dafios mecanicos,
plagas y/ o enfermedades con buenos estados fisioldgico y unidos a la planta.

c. Biomasa (g)

Se utilizaron plantas completas, separadas por 6rganos (raices, tallos y
hojas). Las muestras fueron secadas en estufa a 70 °C por 72 horas hasta
obtener un peso constante, luego las muestras se enfriaron en un desecador y

finalmente las muestras secas se pesaron en una balanza de precision.

4.2.1.2 Analisis de acumulacion de metales pesados

El contenido de cadmio, plomo y zinc fueron analizadas por érganos (en los
tejidos de las muestras foliares y tallos, y en las raices) de las tres especies
estudiadas y cosechadas al final del experimento. Para realizar los analisis

quimicos de los contenidos de cadmio, plomo y zinc en los tejidos en cada érgano.
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Las muestras fueron tratadas mediante una digestion humeda y posteriormente la
concentracion de los elementos se determind mediante un Espectrofotometro de

absorcién atémica.

4.2.1.3 Valoracion de la tolerancia de las especies vegetales a los metales

a. Factor de bioconcentracién de metales pesados

El célculo del factor de bioconcentracion (FB) de los metales pesados se
determiné para cada metal evaluado. Este factor fue calculado con los valores de las
concentraciones de los metales acumulados en los tejidos de las raices de las
especies vegetales y la division entre el contenido de metales pesados en el suelo
(Maldonado et al., 2011; Malik et al., 2010; Yoon et al., 2006) y fue calculado mediante

la relacién como esta indicado en la siguiente ecuacion:

) » [Metales pesados de raices]
Factor de bioconcentracion =

[Metales pesados de suelos]

b. Factor de transferencia de metales pesados

El factor de transferencia (FT), nos indica la eficiencia de la planta en la
translocaciéon de los metales pesados acumulados desde las raices a la parte aérea.
Este factor fue calculado con los valores de los contenidos de metales pesados
acumulados en los tejidos de la parte aérea de la planta (tallos y hojas) dividido, entre
el contenido de metales pesados acumulados en los tejidos de las raices (Tangahu et

al., 2013; Cui et al., 2007). El calculo de este factor esta indicado en esta ecuacion:

: Metales pesados de hojas y tallos
Factor de transferencia = [ P 125y |

[Metales pesados de raices]
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4.2.1.4 Condiciones ambientales de la evaluacion del desarrollo de Lupinus y
Astragalus con tratamientos de relave de mina

Se registraron las temperaturas diarias (maximas y minimas) y la humedad
relativa; para lo cual se utilizé un sensor de temperatura y humedad relativa con un
Higrotermdgrafo marca Watch Dog. Modelo 1450. Estos valores fueron registrados

de noviembre de 2011 hasta noviembre de 2012.

4.3 Disefo experimental y analisis estadistico

4.3.1 Disefio Experimental y analisis estadistico para evaluar la viabilidad de las
semillas de Lupinus y Astragalus

El experimento se realizé en condiciones de laboratorio mediante el disefio
experimental completamente aleatorizado. Fueron evaluadas la germinacién de las
semillas de Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus garbancillo, fueron
evaluadas en dos condiciones de luz (con y sin luz), y con dos tratamientos de
escarificacion (con escarificacion mecanica, y sin escarificacion). Por cada especie
fueron evaluados cuatro tratamientos, con cinco repeticiones por cada tratamiento
(Numero de placas petri). Para el ensayo de germinacion, a cada placa Petri se le
agrego 20 semillas pre tratadas de cada especie. La distribucién de las unidades
experimentales (placas Petri con semillas) dentro de la camara de crecimiento se

realizd al azar.

En el analisis estadistico se realizé de acuerdo al disefio experimental y se
realizd el analisis varianza (ANOVA), y la prueba de comparacién multiple de medias
por Tukey (a= 0.01), utilizando el programa Infostat version 2016e (Balzarini et al.,
2008).
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4.3.2 Diseno experimental y analisis estadistico para evaluar la emergencia de
plantulas de Lupinus y Astragalus

El experimento se realizd6 mediante un disefio experimental completamente al
azar en condiciones de laboratorio. La unidad experimental fue una maceta con
semillas sembradas en sustrato organico. En el ensayo se evaluaron la emergencia de
plantulas de semillas sembradas con tratamientos de escarificacion mecanica, y sin
escarificacion de las semillas de 3 especies andinas (Lupinus ballianus, Lupinus
condensiflorus 'y Astragalus garbancillo). La distribucion de las unidades
experimentales (macetas con semillas sembradas en sustrato organico) en el

laboratorio se realiz6 al azar.

En el analisis estadistico se realizé de acuerdo al disefio experimental y se
realizd el analisis varianza (ANOVA), y la prueba de comparacién multiple de medias
por Tukey (a= 0.05), utilizando el programa Infostat version 2016e (Balzarini et al.,
2008).

4.3.3 Disefo experimental de la evaluacidon del desarrollo de Lupinus y Astragalus
con tratamientos de relave de mina

El experimento se realizd6 mediante el diseio experimental completamente al
azar. Los tratamientos se generaron de un disefio factorial completo de 3 x 4, en donde
3 indica las 3 especies nativas (Lupinus (Lupinus ballianus, Lupinus condensiflorus y
Astragalus garbancillo), 4 nos indica los cuatros sustratos (30% de Relave de mina,
60% de Relave de mina, y 100 % de relave de mina, y sin relave (tratamiento de control
negativo) y donde desarrollaron las especies altoandinas de Lupinus y Astragalus. La
distribucion de las unidades experimentales de los 12 tratamientos en el invernadero
se realizé al azar, con 5 repeticiones por cada tratamiento (Tabla 6). La unidad
experimental fue una maceta de 5 kg de capacidad en la que se colocaron relave de
mina y/o suelo, o con la mezcla de los 2 sustratos segun los tratamientos

correspondientes.
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Tabla 6. Tratamientos y dosis de aplicacién de relave de mina utilizadas en la evaluacion del
desarrollo de especies de Lupinus y Astragalus.

Tratamientos Especies de Lupinus Dosis de aplicacion de Identificacion
Relave de mina (%)
1 Lupinus ballianus 0 (Control negativo) LB-CN
2 Lupinus ballianus 30 LB-30
3 Lupinus ballianus 60 LB-60
4 Lupinus ballianus 100 LB-100
5 Lupinus condensiflorus 0 (Control negativo) LC-CN
6 Lupinus condensiflorus 30 LC-30
7 Lupinus condensiflorus 60 LC-60
8 Lupinus condensiflorus 100 (Control negativo) LC-100
9 Astragalus garbancillo 0 (Control negativo) AG-0
10 Astragalus garbancillo 30 AG-30
11 Astragalus garbancillo 60 AG-60
12 Astragalus garbancillo 100 AG-100

Antes de realizar el analisis de varianza (ANOVA), se verificd el cumplimiento de
los supuestos tradicionales de un analisis de varianza que son:
a. Que las observaciones (distribuciones de probabilidad de la variable dependiente
correspondiente a cada factor) sean normales, b. las muestras sobre las que se aplican
los tratamientos sean independientes, c. todas las poblaciones tengan varianzas i
guales (homogeneidad). Cabe indicar, en este analisis ha sido necesario realizar la
transformacién de los datos originales del experimento mediante la raiz cuadrada. Para
explicar la variacion de la respuesta, en los tratamientos evaluados en la acumulacion
de cadmio, plomo y zinc, analizadas en los tejidos de hojas y tallos, raices y como
elemento total en las especies de Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus

garbancillo. En este analisis se utilizé el modelo lineal general:

Vijk = L+ o5 + B]- + aBij + &jjk , aplicado para los 3 metales
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En donde:

M: Media general del contenido de cadmio, plomo y zinc en los tejidos

de Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus garbancillo

ai: Efecto de los tratamientos, i=1,2,3,4

Bj: Efecto de las especies vegetales evaluados en el experimento, j=1,2,3
aBij: Interaccion de los tratamientos con las especies de los niveles ij

&ijk: componente del error aleatoria N (0, 0), k=1,2..., m

Sobre la influencia del factor tratamiento (cuatro proporciones de relave de mina), la

Hipotesis estadistica es:

Ho: a1 =02 = a3 =a4 =0
El factor tratamiento (Concentraciones de relave de mina) no influye
Ho: B1 = 32 =R3 = 0O; el factor especie vegetal no influye

Ho:(al)ij = 0 para todo i, j;

No hay interacciones entre los tratamientos de relave de mina, y las especies
vegetales no influyen para realizar la prueba

Asimismo, se realizaron la prueba de comparacion multiple de medias por la
prueba de Tukey (a= 0.05), el analisis de correlacion y de regresion lineal entre las
variables dependientes en aquellos tratamientos que resultaron estadisticamente
significantes, utilizando el programa Statistical Analysis System 9.1 (S.A.S, 1997 e

Infostat version 2016e (Balzarini et al., 2008).
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4.4 Registro de las condiciones ambientales de la evaluacién del desarrollo de
Lupinus y Astragalus con tratamientos de relave de mina

Se registraron las temperaturas diarias (maximas y minimas) y la humedad
relativa para lo cual se utilizé un sensor de temperatura y humedad relativa con un
Higrotermdgrafo marca Watch Dog modelo 1450. Estos valores fueron registrados de
octubre de 2011 hasta noviembre de 2012.
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V. RESULTADOS y DISCUSION

5.1 Evaluacién de germinacion de semillas de Lupinus y Astragalus en condiciones
de laboratorio

Al efectuar el analisis de varianza (ANAVA) del numero de semillas germinadas
de Lupinus ballianus con el factor de escarificacion y luz se obtuvieron diferencias
estadisticas altamente significativas (p<0,0001), pero al analizar la interaccién de los
factores luz*escarificacion no se obtuvieron diferencias estadisticas (p<0,0642) (Tabla
60). Del mismo modo, al realizar los analisis de separacion de medias por la prueba
de Tukey del numero de semillas germinadas y al ser analizadas por los factores de
escarificacion y luz (Tabla 7), y por tratamientos (Tabla 8) se obtuvieron diferencias
para el numero de semillas germinadas de L. ballianus. Las semillas que recibieron
escarificacion mecanica de lijado de la testa, obtuvieron el mayor numero de semillas
germinadas (15,4), y con el tratamiento de escarificacion mecanica y en oscuridad

germinaron 18,2 semillas (Tabla 8).

De otra parte, en el analisis de varianza del numero de semillas germinadas de
Lupinus condensiflorus con el factor de escarificacion se obtuvieron diferencias
estadisticas altamente significativas (p<0,0001), y al analizar el efecto del factor luz
(p<0,0171) y de la interaccion de los factores de escarificacion * luz, se obtuvieron
diferencias estadisticas significativas (p<0,0262) (Tabla 63). Igualmente, al realizar los
analisis de separaciéon de medias por la prueba de Tukey del numero de semillas
germinadas, y al analizar el efecto de los factores de escarificacion y luz (Tabla 9), y
por tratamientos (Tabla 10) se obtuvieron diferencias, para el numero de semillas
germinadas de Lupinus condensiflorus. Con el factor de escarificacibn mecanica de
semillas se obtuvo un mayor numero de semillas germinadas (15,9), y por
tratamientos, con el tratamiento de escarificacion mecanica y oscuridad germinaron el

mayor numero de semillas (17,8 semillas).

Por otro lado, al efectuar el analisis de varianza (ANAVA) del numero de
semillas germinadas de Astragalus garbancillo con el factor de escarificacion se
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obtuvieron diferencias estadisticas altamente significativas (p<0,0001), pero al analizar
con el factor luz (p=0,1262), y con la interaccion de los factores luz * escarificacién no
se obtuvieron diferencias estadisticas (p=0,8191) (Tabla 66). Del mismo modo, al
realizar los analisis de separacion de medias por la prueba de Tukey del numero de
semillas germinadas analizadas por el factor escarificacion y luz (Tabla 11), y por
tratamientos (Tabla 12) se obtuvieron diferencias del numero de semillas germinadas
de A. garbancillo. Igualmente, mediante el factor de escarificacion mecanica se obtuvo
un mayor numero de semillas germinadas (19,4) en comparacion con las semillas no
escarificadas, y cuando fueron analizadas por tratamientos, con el tratamiento de
escarificacion mecanica y en oscuridad germinaron el mayor numero de semillas en

esta especie (19,8).

Ciertamente, la presencia de la dormicion fisica ha sido descrita en 17 familias
de Angiospermas, incluyendo a la familia Fabaceae (Baskin & Baskin, 2014). La
dormicién fisica en las semillas de las leguminosas se caracteriza por la presencia de
una testa dura, lignificada e impermeable, condicion que les permite permanecer
viables en su medio natural (Catalan & Balzarini, 1992). Asimismo, en la semilla la
presencia de la dormicion fisica dificulta la imbibicién con el agua, lo cual impide la
activaciéon de los sistemas metabdlicos y de informaciéon (Camacho, 2011). Por eso,
diversos métodos artificiales han sido descritos y utilizados para romper la latencia
fisica de las semillas, tales como la escarificacion mecanica, la quimica con acido
sulfurico y la térmica con calor humedo (Baskin & Baskin, 2014). Por tanto, la aplicacion
de acido sulfurico actuaria desagregando en porciones la cubierta seminal, facilitando
una rapida imbibicién. El calor humedo provocaria la apertura del lente (una ruptura) y
una imbibicién lenta y gradual, similar al proceso en la naturaleza (Baskin & Baskin,
2014). El tratamiento de semillas con testa lefiosa con cualquiera de estos métodos
requiere el ajuste del tiempo en que las semillas son sometidas a dichos tratamientos
para evitar el dafio o la muerte del embrion (Galindez et al., 2015; Baskin & Baskin,
2014;).

Por otro lado, Murdoch (2014) sefiala que la regeneracion de las comunidades
vegetales depende que las semillas estén en el estado fisiologico adecuado para
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germinar en el lugar correcto y en el momento correcto. En algunas especies, este
requisito se satisface con una estrategia de regeneracion en la que las semillas
germinan tan pronto se desprenden de la planta. En otras especies, las semillas
pueden sobrevivir durante largos periodos en el banco de semillas del suelo, y se ha
descrito dos prerrequisitos fisiolégicos basicos para que las semillas sobrevivan en el
suelo: la viabilidad que debe mantenerse mientras se evite la germinacién por
dormicidbn o quiescencia. Ademas, para que tales semillas contribuyan a la
regeneracion, se debe eliminar la dormicidén y promover la germinacion, tal vez dentro
de un periodo limitado cuando haya una buena posibilidad de establecerse
satisfactoriamente. Indudablemente, las semillas cumplen cuatro funciones claves en

la persistencia de las especies en las poblaciones:

a) En la reproduccién, b) La dispersion dentro de la misma comunidad, c) La
expansion a nuevos territorios y habitats, y d) La supervivencia del germoplasma en
condiciones ambientales no favorables. Por tanto, las semillas constituyen
composiciones genéticas unicas resultado de mezcla entre individuos lo cual mantiene
la variacién de la progenie, que a su vez aumenta la adaptabilidad ecolégica (Forget &
Wenny, 2005). De tal forma, las principales etapas en el ciclo de vida de las plantas,
la dispersiodn, el establecimiento y la persistencia de los individuos en los ecosistemas,
estan relacionados con los procesos para el mantenimiento de los mecanismos de
regeneracion: dispersion de semillas, establecimiento de las plantulas y persistencia

de los individuos y sus poblaciones (Vargas & Pérez-Martinez, 2014).

En efecto, referente a las investigaciones realizadas sobre la germinacion de
semillas en diferentes especies de Lupinus y Astragalus en América y Europa, se han
obtenido respuestas muy variadas. Por ejemplo, Mackay et al. (1995), en pruebas de
germinacién evaluadas en muchas especies nativas de Lupinus, obtuvieron un bajo
porcentaje de germinacion, debido a la impermeabilidad del agua en la cubierta de la
semilla. Sin embargo, las semillas con escarificacion, mejoraron ligeramente la
germinacion. En efecto, Mackay et al (1996) evaluaron la germinacién de Lupinus

perennis y con el tratamiento de escarificacion mecanica de cortes con hoja de afeitar
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ala testa de la semilla, obtuvieron el 100% de germinacion En tanto, Davis et al. (1991)
al estudiar la germinacion de semillas de Lupinus texensis obtuvieron solamente un
80% de germinacion. Por su parte, Hosokawa et al. (2001) al evaluar la germinacion
de Lupinus versicolor sin escarificacion, obtuvieron un 50% de germinacion. Pablo-
Pérez et al (2013) en el estudio realizado de las caracteristicas morfologicas,
germinacién y composicion mineral de las semillas de Lupinus campestris, L. exaltatus,
L. hintonii y L. montanus, sehalan que la escarificacibn mecanica mejord la
germinacidon en todas las especies, y en las semillas de L. exaltatus obtuvieron una
germinacién de un 91.6 %. En otros trabajos fueron estudiadas, el efecto de la
escarificacion, la temperatura y el fotoperiodo en la germinacion de semillas de
Lupinus. Robles-Diaz et al. (2014) aplicaron tratamientos de calor a las semillas para
romper la latencia de las semillas de Lupinus elegans y Lupinus rotundiflorus, con
diferentes tiempos de almacenamiento (0, 1y 2 afios para L. elegansy de 0,1, 2,3y
4 anos para L. rotundiflorus. Un grupo de semillas fueron sumergidas en agua
hirviendo por 5, 10 y 15 segundos. Otro grupo fue incubado en arena humeda o seca
a 100, 120y 150 °C durante 60 y 90 minutos. Luego las semillas se pusieron a germinar
a 25 °C con un fotoperiodo de 12 horas. En ambas especies, no hubo germinacién de
semillas incubadas a 120 y 150 °C. Para L. rotundiflorus, la germinacién fue mas alta
en semillas incubadas en arena humeda por 60 minutos que por 90 minutos. Las
semillas frescas de L. rotundiflorus mostraron mayor germinacion que las
almacenadas, en los distintos tratamientos. Después de la escarificacidon con agua
hirviendo, las semillas frescas de L. elegans germinaron mas que las almacenadas por
1y 2 anos, mientras que para las semillas almacenadas por 1 y 2 afios la incubacion
en arena humeda y seca resulté en mayor germinacién que para las semillas frescas.
Acosta-Percastegui & Rodriguez-Trejo (2005) en el estudié de la germinacién de
semillas de Lupinus montanus, tomando en cuenta los factores de régimen de
temperaturas dia/noche, luz y tratamientos pre germinativo indican que la germinacion,
resultdé significativa por la interaccion de los factores de temperatura, luz y los
tratamientos pre germinativos. Los mayores valores de germinacién se obtuvieron en
el réegimen de temperatura 20/15°C (dia y noche, respectivamente), con escarificacion

quimica con acido sulfurico durante 15 minutos, con luz se obtuvo un 100% de
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germinacioén y sin luz un 98% de germinacion. En el mismo modo, Martinez et al. (2008)
indicaron, que el mejor tratamiento para obtener la mayor germinacién de Lupinus
bilineatus, fue mediante la inmersion de las semillas en acido sulfurico por 30 o 40
minutos, con un régimen de temperatura dia/noche de 25/20 °C, y con luz, y alcanzaron
un 82.5 % de germinacion. En la interaccion de los factores naturales de escarificacion,
luz y temperatura, el fuego presenté diferencias significativas con respecto al control
en el régimen de temperatura 20/15 °C, con luz, favoreciendo una mayor germinacion.
Del mismo modo, Corona et al. (2007) determinaron el efecto de la escarificacion y la
calidad de la luz sobre la germinacion de las semillas de Lupinus elegans determinan,
que la germinacién de las semillas de Lupinus elegans escarificadas fue notablemente
mayor que las semillas no escarificadas, ya que el acido sulfurico adelgaza la testa de
las semillas haciéndola mas permeable y como consecuencia hay una germinacion en
menor tiempo en los cinco tratamientos diferentes de con una baja calidad de luz, con
un fotoperiodo de 12 horas. Alderete-Chavez et al. (2010) evaluaron la germinacién de
semillas de Lupinus leptophyllus; con diferentes tiempos de exposicion a la inmersion
en acido sulfurico y al calor. En todos los tratamientos se obtuvo la germinacion
después de dos dias del inicio del experimento y alcanzaron su maximo valor de
germinacién entre los dias 27 y 29, casi al final del experimento. Las semillas tratadas
con acido sulfurico respondieron positivamente en todos los casos, la inmersién en
acido sulfurico durante quince minutos fue el tratamiento que mejoré los resultados. El
tratamiento a 80 °C tuvo una germinacion menor que el control. Sin embargo, en todos
los demas casos, las semillas respondieron positivamente a los tratamientos con calor
a temperaturas de 140 y 110 °C durante 2 minutos y con este tratamiento obtuvieron

los mejores resultados (Alderete-Chavez et al., 2010)

Por otro lado, en el estudio de la germinacion de Astragalus garbancillo, con el
tratamiento de escarificacion mecanica y oscuridad se obtuvo el mayor numero de
semillas germinadas en esta especie (19.8). En la misma forma, en evaluaciones de
germinacion realizadas en otras especies de Astragalus y mediante pre tratamientos
de escarificacion obtuvieron resultados Optimos en la germinacion. Por ejemplo,

Patane & Gresta (2006), al evaluar la germinacion de Astragalus hamosus y Medicago
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orbicularis, obtuvieron la germinacion casi completa con la escarificacidn manual con
lja, demostraron que la latencia esta exclusivamente impuesta por la testa de las
semillas. Martinez Garcia et al. (2010) estudiando Astragalus gines-lopezii
demostraron que la escarificacion mecanica de las semillas fue efectiva para aumentar
la germinacioén. Por lo tanto, la germinacion inicial (22% - 60%) se incrementd a 97% -
99% cuando las semillas fueron escarificadas con papel de lija. Se obtuvieron una alta
variabilidad intra e interpoblacional en la germinacién de la semilla en esta especie. A.
gines-lopezii produce semillas con diferentes grados de latencia fisica, variando este
grado entre diferentes individuos dentro de una poblacion. Por su parte, Statwick
(2016) evalué diferentes opciones de pre tratamientos de semillas de Astragalus cicer
como una escarificacion mecanica, con agua caliente y con inmersion con acido
sulfurico y peréxido de hidréogeno. Indica que solo la escarificacion fisica mejord
significativamente la germinacion, mientras el tratamiento con agua caliente, no dio
lugar a ninguna germinacion. Asimismo, recomienda que las semillas de especies
raras de Astragalus, asi como de otras leguminosas de testa duro, se pre traten usando
escarificacion fisica. En otro trabajo Kunz et al. (2016) determinaron que las semillas
de Astragalus michauxii posee solo una latencia fisica, esta dormancia fisica puede
romperse con éxito mediante escarificacion mecanica produciendo una tasa de
germinaciéon de un 94%. También desarrollaron un método eficaz para la propagacion
a gran escala de A. michauxii mediante la siembra directa de semillas en los sustratos,
en lugar de trasplantar las plantulas de esta especie de las placas de Petri. Jones et
al. (2016) evaluaron la respuesta en la germinacion de Astragalus filipes y de Dalea
ornata, dos especies de leguminosas nativas de Norte América, concluyeron que
aquellas semillas tratadas mediante una escarificacibn mecanica con una lija
obtuvieron una alta tasa de germinacion, en comparacion con las semillas que fueron

pre tratadas con escarificacion quimica con acido sulfurico.
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Tabla 7. Numero de semillas germinadas acumuladas de Lupinus ballianus con el factor de
escarificacion y luz evaluadas en condiciones de laboratorio (tamafo de muestra, n= 10),
indica el numero de placas Petri utilizadas en el ensayo, y con 20 semillas por cada placa Petri.

Numero de
Factor Escarificacion semillas n
germinadas
Con escarificacidon mecanica 15,4 10 A
Sin escarificacion mecanica 41 10 B
Factor Luz
Con luz 7,60 10 B
En oscuridad 11,90 10 A
Diferencia minima significativa 1,91

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, a=0,01).

Tabla 8. Numero de semillas germinadas acumuladas de Lupinus ballianus por tratamientos
evaluadas en condiciones de laboratorio (tamafo de muestra, n= 5), indica el nimero de
placas Petri utilizadas en el ensayo, y con 20 semillas por cada placa Petri.

Numero de
Tratamientos semillas n

germinadas

Con escarificacion mecanica y

oscuridad 18,2 5 A

Con escarificacion mecanica y luz 12,6 5 B

Sin escarificacion mecanica y oscuridad 5,6 5 C
Sin escarificacion mecanica y luz 2,6 5 C
Diferencia minima significativa 2,15

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, 0=0,01).
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Tabla 9. Numero de semillas germinadas acumuladas de Lupinus condensiflorus con el factor
de escarificacion y luz evaluadas en condiciones de laboratorio (tamano de muestra, n= 10) e
indica el numero de placas Petri utilizadas en el ensayo, y con 20 semillas por cada placa Petri.

Numero de
semillas n
germinadas

Factor Escarificacion

Con escarificacién mecanica 15,9 10 A

Sin escarificacién mecanica 2,5 10 B
Factor Luz

Con luz 10,2 10 A

En oscuridad 8,2 10 B
Diferencia minima significativa 2,19

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, a=0,01).

Tabla 10. Numero de semillas germinadas acumuladas de Lupinus condensiflorus por
tratamiento evaluadas en condiciones de laboratorio (tamafio de muestra, n= 5) e indica el
numero de placas Petri utilizadas en el ensayo, y con 20 semillas por cada placa Petri.

Numero de
Tratamientos semillas n
germinadas
Con escarificacion mecanica y oscuridad 17,8 5 A
Con escarificacion mecanica y luz 14 5 A
Sin escarificacion mecanica y oscuridad 2,6 5 B
Sin escarificacion mecanica y luz 2,4 5 B
Diferencia minima significativa 3,9

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, a=0,01).
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Tabla 11. Numero de semillas germinadas acumuladas de Astragalus garbancillo con el factor
de escarificaciéon y luz evaluadas en condiciones de laboratorio, n= 10, Indica el nimero de
placas Petri utilizadas en el ensayo, y con 20 semillas por cada placa Petri.

Numero de
Factor Escarificacion semillas n
germinadas

Con escarificaciéon mecanica 19,4 10 A

Sin escarificacion mecanica 7.1 10 B
Factor Luz

Con luz 13,6 10

En oscuridad 12,9 10

Diferencia minima significativa 1,25

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, 0=0,01).

Tabla 12. Numero de semillas germinadas acumuladas de Astragalus garbancillo por
tratamientos evaluadas en condiciones de laboratorio (tamafio de muestra, n= 5), indica el
numero de placas Petri utilizadas en el ensayo, y con 20 semillas en cada placa Petri.

Numero de
Tratamientos semillas n
germinadas

Con escarificacion mecanica y oscuridad 19,8 5 A
Con escarificacion mecanica y luz 19 5 A

Sin escarificacion mecanica y oscuridad 7.4 5 B
Sin escarificacion mecanica y luz 6,8 5 B
Diferencia minima significativa 2,23

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, a=0,01),

5.2 Evaluacion de la emergencia de plantulas de Lupinus y Astragalus.

Luego de haber realizado el analisis de varianza (ANAVA) del numero de
plantulas emergidas de Lupinus ballianus se obtuvieron diferencias estadisticas
altamente significativas (p<0,0001) entre los tratamientos (Tabla 69), De otra parte, al
realizar el anadlisis de separacion de medias por la prueba de Tukey del numero de

plantulas emergidas se obtuvieron diferencias, El mayor numero de plantulas
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emergidas de Lupinus ballianus fue obtenido con el tratamiento con escarificacion

mecanica de las semillas (13 plantulas) (Tablas 13 y Figura 13).

Del mismo modo, al efectuar el analisis de varianza (ANAVA) del numero de
plantulas emergidas de Lupinus condensiflorus se obtuvieron diferencias estadisticas
altamente significativas (p<0,0001) entre los tratamientos (Tabla 72). De otro lado, al
realizar el analisis de separacion de medias por la prueba de Tukey del numero de
plantulas emergidas se obtuvieron diferencias, EI mayor numero de plantulas
emergidas de Lupinus condensiflorus fue obtenido con el tratamiento con

escarificacion mecanica de las semillas (18 plantulas) (Tabla 14 y Figura 14).

De modo similar, al efectuar el analisis de varianza del numero de plantulas
emergidas de Astragalus garbancillo se obtuvieron diferencias estadisticas altamente
significativas (p<0,0001) entre los tratamientos (Tabla 75), Por otro lado, al realizar el
analisis de separacion de medias por la prueba de Tukey del numero de plantulas
emergidas se obtuvieron diferencias, EI mayor numero de plantulas emergidas de
Astragalus garbancillo fue obtenido con el tratamiento con escarificacion mecanica de

las semillas (18,3 plantulas) (Tabla 15 y Figura 15).

Por otro lado, cabe indicar la emergencia de las plantulas, es el evento
fenologico que mas influye en el éxito de una plantacién; representa el momento en el
cual una plantula se hace independiente de las reservas seminales no renovables,
originalmente producidas por sus progenitores, y cuando comienza el autotrofismo
fotosintético, el tiempo de emergencia muchas veces determina si una planta compite
exitosamente con sus vecinos, si es consumida por los herbivoros, infestada por las
enfermedades vy si florece, se reproduce y madura al final de su etapa de crecimiento
(Forcella et al., 2000), Por lo tanto, la emergencia y el establecimiento de la plantula

son etapas muy criticas en el ciclo biolégico de las plantas (Harper, 1977).

Ciertamente, en el trabajo realizado de la emergencia de plantulas de Lupinus,

un mayor numero de plantulas emergidas fue obtenido por Lupinus condensiflorus que
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Lupinus ballianus. Ahora bien, en estudios realizados sobre la emergencia de plantulas
en otras especies de Lupinus, han obtenido diferentes respuestas, por ejemplo, De la
Cruz-Landero (2010) en condiciones de invernadero evalud la germinacion de semillas
escarificadas de Lupinus montanus, L. leptophyllus, L. versicolor, Clitoria ternatea y
Leucaena leucocephala y la emergencia de plantulas en suelos contaminados son
metales pesados e hidrocarburos. Las semillas de estas especies previamente
escarificadas con calor en una estufa a temperaturas de 110 y 140 °C por 2 y 5 minutos
con la finalidad de simular la exposicion de las semillas al fuego, con H2SO4 al 98%
por 12 y 25 minutos para simular el paso de las semillas por el tracto digestivo de sus
consumidores y mediante una escarificacion mecanica de la ruptura de la testa con
una navaja para simular el daio por causas naturales. En las especies evaluadas, el
mayor porcentaje de emergencia de plantulas obtuvo con el tratamiento de
escarificacion mecanica y con un rango de emergencia de plantulas de un 80 a 100 %.
De otra parte, Gbmez-Romero & Lindig-Cisneros (2009), indican para la ejecucion de
proyectos de restauracién ecolégica es necesario contar con las técnicas de
propagacion mas adecuadas de las especies seleccionadas. En el caso de muchas
especies nativas, el sembrado directo es la mejor opcidn tanto por razones econdémicas
como ecologicas, Sin embargo, son pocas las especies nativas que han sido
estudiadas a este respecto, en particular sobre las profundidades oOptimas de
sembrado de Lupinus elegans y Crotalaria pumila dos especies de leguminosas
nativas con potencial para proyectos de restauracion ecoldgica (Gomez-Romero &
Lindig-Cisneros, 2009), determinaron la profundidad optima de sembrado de estas
especies bajo condiciones controladas y de campo, En ambas especies una
profundidad de sembrado cercana a los 2 cm es dptima para maximizar la emergencia
de las plantulas. En condiciones controladas de invernadero la emergencia de
plantulas de L. elegans es cercana al 80% y en C. pumila fue un 50%. Bajo condiciones
de campo la emergencia de plantulas de L. elegans se duplica cuando las semillas
fueron sembradas a una profundidad de 2 cm (6%) que cuando se cubren con una
delgada capa de suelo (3%). A pesar de las marcadas diferencias en el tamafio de las
semillas de ambas especies la profundidad 6ptima de sembrado fue muy similar
(Gomez-Romero & Lindig-Cisneros, 2009). Sin embargo, Severns (2008) en el caso
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de la especie endémica de Lupinus oreganus en condiciones naturales las poblaciones
de esta especie, informd que la especie generalmente indica que menor del 1% de la
cohorte de las semillas de esta especie se convirtieron en plantulas. Por su parte, Arfin-
Khan et al. (2018) evaluaron el éxito de la germinacién y la emergencia de plantulas
de las especies de Lupinus polyphyllus, Senecio inaequidensy Verbascum thapsus en
el invernaderos y camaras climaticas bajo regimenes climaticos correspondientes a
siete ecorregiones. En general, V. thapsus mostr6 una mayor aptitud que S.
inaequidens y L. polyphyllus. Las condiciones de climas calida experimentales,
semiaridos y humedos son adecuados para los primeros pasos cruciales de éxito de
invasion para L. polyphyllus, S. inaequidensy V. thapsus. La adaptacién de la especie
a su region de origen modificé las respuestas de las especies estudiadas en diferentes

climas experimentales que representan las principales ecorregiones del mundo.

Por otra parte, Bushmana et al. (2015) realizaron una serie de experimentos en
el invernadero para determinar los efectos de la escarificacion, la profundidad de
siembra y la composicién del suelo sobre en la germinacion y la emergencia de
plantulas de Dalea ornata, Dalea searlsiae y Astragalus filipes. Considerando que las
tres especies producen semillas duras, fue necesario realizar la escarificacion de las
semillas para aumentar la germinacion y la emergencia de las plantulas. Comparando
las profundidades de siembra en estas especies, una profundidad de siembra de 19
mm retras® la tasa de emergencia en todas las especies. Las semillas con
escarificacion sembradas en suelos arenosos, lograron obtener la emergencia de
plantulas de Dalea ornata del 80%, mientras que el Astragalus filipes obtuvo menor al
10% de emergencia de plantulas. Las semillas escarificadas sembradas en suelos con
mayor contenido de arcilla, la emergencia total de las plantulas de Dalea ornata se
redujo a un 58-70%, mientras que en Astragalus filipes la emergencia de plantulas
aumentdé aproximadamente en un 30%. Estos resultados ayudaran a los
administradores de tierras a planificar el establecimiento éptimo de estas especies en

proyectos de restauracion, y la restauracion de pastizales (Bushmana et al., 2015).
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Tabla 13. Numero de plantulas emergidas acumuladas de Lupinus ballianus evaluadas en
condiciones de laboratorio (tamafio de muestra, n= 6), indica el nUmero de macetas utilizadas
en el ensayo, con 20 semillas sembradas en cada maceta.

Factor Escarificacion Nur:nero de
plantulas n
emergidas
Con escarificacion mecanica 13 6 A
Sin escarificacion mecanica 1,83 6 B
Diferencia minima significativa 3,51

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, a=0,05).

\

Figura 13. Plantulas de Lupinus ballianus a los 25 dias luego de haber realizado la siembra de semillas
escarificadas en el sustrato.
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Tabla 14. Numero de plantulas emergidas acumuladas de Lupinus condensiflorus evaluadas
en condiciones de laboratorio (Tamafio de la muestra, n= 6), indica el nimero de macetas
utilizadas en el ensayo, con 20 semillas sembradas en cada maceta.

Numero de
Factor Escarificacion plantulas n
emergidas
Con escarificacién mecanica 18 6 A
Sin escarificacion mecanica 3,8 6 B
Diferencia minima significativa 2,1

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, 0=0,05).

Figura 14. Plantulas de Lupinus condensiflorus a los 25 dias después de haber iniciado el ensayo de
siembra de semillas pre tratadas con escarificaciéon mecanica.
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Tabla 15. Numero de plantulas emergidas acumuladas de Astragalus garbancillo evaluadas
en condiciones de laboratorio (tamafno de muestra, n= 6), indica el niumero de macetas
utilizadas en el ensayo, con 20 semillas sembradas en cada maceta.

Factor Escarificacion Nur:nero de
plantulas n
emergidas
Con escarificacidon mecanica 18,33 6 A
Sin escarificacion mecanica 1,6 6 B
Diferencia minima significativa 0,72

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, 0=0,05).

Figura 15. Plantulas emergidas de Astragalus garbancillo a los 12 dias luego de haber iniciado el
ensayo de la siembra de semillas pre tratadas con escarificacion mecanica.

5.3 Contenido de humedad de semillas de Lupinus y Astragalus

Al haber realizado el analisis de varianza del contenido de humedad de las
semillas de Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus garbancillo se obtuvieron
diferencias estadisticas significativas (p<0,0093) entre los tratamientos (Tabla 16), Por
otro lado, al realizar el analisis de separacion de medias por la prueba de Tukey del
contenido humedad se obtuvieron diferencias entre las especies (Tabla 17). El mayor
contenido de humedad en las semillas fue registrado en Astragalus garbancillo
(11,74%) (Tabla 17 y Figura 16).
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En efecto, el contenido de humedad es el factor mas importante para determinar
la velocidad a la cual las semillas se deterioran, y tiene un impacto considerable en la
longevidad de las semillas en almacenamiento en un banco de germoplasma. Es
importante determinar el contenido de humedad antes de almacenar las semillas para
predecir con exactitud el potencial de vida en almacenamiento que tendra cada

accesion (Rao et al., 20006).

En el estudio llevado a cabo, en las dos especies de Lupinus el contenido de
humedad registrado se obtuvieron valores de humedad por debajo del 10%, pero
Astragalus garbancillo registré el contenido de humedad de un 11,74%. Sin embargo,
en trabajos realizados en otras especies de Lupinus se han obtenidos valores
diferentes tanto en especies silvestres y cultivadas de Lupinus. Por ejemplo, Martinez
et al. (2008) evaluando las semillas de Lupinus bilineatus obtuvo el contenido de
humedad de un 7,1 % y una viabilidad de un 98 %. Pablo-Pérez et al. (2013) estudiaron
el contenido de humedad de las semillas de Lupinus de cuatro especies mexicanas.
En el estudio el porcentaje de humedad en las semillas varié de 6,1% en Lupinus
campestris, 6,2% en L. exaltatus, 7,2 % en L. montanus y un 8,4 % en L. hintonii. En
el caso de especies cultivadas de Lupinus como las semillas de Lupinus mutabilis,
Ortega et al. (2010), sefialan que tiene un contenido de humedad de un 9,63%. Por su
parte, Lara-Rivera et al. (2017) evaluaron 6 variedades de semillas de Lupinus
angustifolius cultivadas en el estado de Jalisco, en México, indicaron que las
variedades evaluadas registraron los siguientes valores de contenido de humedad: la
variedad Haags blaue un 3,6%, Boregine un 3,7%, Borlu un 4,4%, Probor un 3,8%,
Sonate un 3,8 % y Boruta un 3,7%.

66



Tabla 16. Analisis de varianza del contenido de humedad de las semillas de Lupinus
ballianus, L. condensiflorus y Astragalus garbancillo.

Factores de Suma de Grados de Media Valor de
variacion cuadrados libertad cuadratica F probabilidad
Modelo 19,55 2 9,77 8,21 0,0093
Especies 19,55 2 9,77 8,21 0,0093
Error 10,7 9,0 1,2
Total 30,3 11,0

Tabla 17. Contenido de humedad de las semillas de Lupinus ballianus, L. condensiflorus y
Astragalus garbancillo.

Contenido de

humedad de
Especies semillas (%) n
Astragalus garbancillo 11,74 4 A
Lupinus condensiflorus 9,12 4 B
Lupinus ballianusus 8,95 4 B
Diferencia minima significativa 2,15

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, a=0,05).
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Figura 16. Contenido de humedad de las semillas de Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus
garbancillo.

5.4 Crecimiento vegetativo de especies de Lupinus y Astragalus

La evaluacion del crecimiento en las tres especies fue realizada en condiciones
de invernadero. El trabajo se inicié en octubre de 2011 y culmin6 en noviembre de
2012, en este periodo se registraron la temperatura y la humedad relativa ambiental,

los registros de estas variables estan indicados en la figura 17.

De otra parte, se realiz6 un analisis de correlacion de Pearson entre los
variables dependientes de crecimiento vegetativo de Lupinus ballianus, L.
condensiflorus y Astragalus garbancillo. Ciertamente, en este analisis de correlacidon
entre el numero de hojas y el numero de ramas, la correlacion es altamente significativa

(r=0,85; p=0,0001) (Tabla 18). De otro lado, la correlacion entre el numero de hojas y
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biomasa total, es altamente significativa (r=0,67; p=0,0001) (Tabla 18). En ese sentido,
en el analisis de correlacion entre numero de ramas y biomasa total, la correlacion es
altamente significativa (r=0,92, p=0,0001) (Tabla 18), Para finalizar, en el analisis de
correlacién entre la biomasa total y el numero de nédulos, la correlacion es altamente
significativa (r=0,92, p=0,0001) (Tabla 18).

Por otro lado, para conocer las respuestas en el crecimiento vegetativo a los
tratamientos de relave de mina en las tres especies estudiadas se realizé el analisis
de varianza. Para las variables dependientes longitud de planta, numero de hojas y
biomasa total, en el analisis se encontraron diferencias estadisticamente significativas
(p<0,0001) por tratamientos, por especies y con la interaccion de tratamientos *
especies en Lupinus ballianus, L. condensiflorus y en Astragalus garbancillo (Tablas,

76, 77 y 78, respectivamente).

Por ende, en el analisis de separacion de medias por la prueba de Tukey de la
longitud de planta se obtuvieron diferencias. De las tres especies la mayor longitud de
planta se obtuvo en Astragalus garbancillo con el tratamiento de 0% de relave de mina
(96,2 cm). Asimismo, respuestas similares fueron obtenidos en longitud de planta en
Lupinus ballianus y L. condensiflorus en las cuales también la mayor longitud fueron
obtenidas con el tratamiento de 0% de relave de mina (81 y 65,32 cm,

respectivamente) (Tabla 19).

Luego, en el andlisis de separacion de medias por la prueba de Tukey del
numero de hojas se obtuvieron diferencias. De las tres especies el mayor numero de
hojas se obtuvo en Astragalus garbancillo con el tratamiento de 0% de relave de mina
(861,4). Del mismo modo, para el numero de hojas en Lupinus ballianus y L.
condensiflorus fueron obtenidos respuestas similares en estas dos especies y los
mayores valores del numero de hojas fueron obtenidos con el tratamiento de 0% de

relave de mina (282,4 y 205,2, respectivamente) (Tabla 20).
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De la misma manera, en el analisis de separacion de medias por la prueba de
Tukey de la biomasa total se obtuvieron diferencias. De las tres especies analizadas
la mayor acumulacion de biomasa total fue obtenido por Astragalus garbancillo con el
tratamiento de 0% de relave de mina (96,2 gramos). Del mismo modo, respuestas
similares de biomasa total fueron obtenidos en Lupinus ballianus y L. condensiflorus
donde los mayores valores de biomasa total fueron obtenidos con el tratamiento de

0% de relave de mina (81,0 y 65,32 gramos, respectivamente) (Tabla 21).

De otra parte, se conoce que la fitotoxicidad del cadmio esta bien establecida,
aunque los mecanismos involucrados en el proceso aun no se comprenden
completamente. Esto se debe esencialmente a los efectos multiples y entrelazados
que este metal pesado puede ejercer sobre los eventos basicos del crecimiento,
desarrollo y la fisiologia de las plantas y al hecho de que las respuestas del cadmio en
un evento dado, pueden ser diferente, y a veces opuestos, segun la especie (Raschio
et al., 2008). De otra parte, el plomo es uno de elementos fitotdxicos conocidos, y la
sensibilidad de las plantas a este metal en los diferentes procesos involucrados es
variable, la respuesta de la planta depende del genotipo y las caracteristicas
fisiologicas. El plomo puede causar cambios en la ultraestructura de los cloroplastos,
inhibir el crecimiento de las hojas y las raices y la fotosintesis, y producir dafos

inducidos en las membranas de la célula (Gupta et al., 2013).

Asimismo, en trabajos realizados de crecimiento vegetativo de Lupinus y
Astragalus en presencia de cadmio, plomo y zinc en el suelo, las respuestas obtenidas
en el crecimiento vegetativo son variadas. Por ejemplo, Ehsan et al. (2015) evaluaron
la acumulacion de cadmio y zinc en Lupinus uncinatus. Esta especie mostro diferentes
patrones de acumulacién y distribucion de metales en los 6rganos de la planta, lo que
sugiere diferentes mecanismos de tolerancia para cada metal. No se observaron
ningun efecto significativo en la produccion de la biomasa a los tratamientos de cadmio
y zinc. No obstante, la contaminacion del zinc en el suelo redujo el crecimiento y el
desarrollo de Lupinus luteus debido a que el tratamiento de 300 mg kg’ de suelo de

Zn caus6 la marchitez de las plantulas (Wyszkowski & Modrzewska, 2015). Ehsan et
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al. (2009) concluyen que el cadmio inhibi6 la altura de la planta y el numero de hojas
en Lupinus uncinatus e indujo un cambio significativo en el rendimiento de la materia
seca de las raices, hojas y tallos. Asimismo, Jara-Pefia, et al. (2014) indicaron con el
tratamiento de 100% de relave de mina la produccion de la biomasa disminuyé
significativamente en Solanum nitidum, Brassica rapa, Fuertesimalva echinata, Urtica
urensy Lupinus ballianus. Igualmente, Pastor et al. (2003) en Lupinus albus cultivados
en suelos con presencia de zinc reportaron una reduccién en la altura de planta y en
la produccion de hojas en comparacion con las plantas del tratamiento control
negativo, en un suelo acido con diversos niveles de suministro de zinc. También, se
ha dado a conocer que otros metales pesados presente afectan el crecimiento
vegetativo, como la reduccion en altura de planta y la pérdida de hojas (Zornoza et al.,
2002). La disminucién en el rendimiento también puede deberse a la toxicidad causada
por la fraccion de otros metales pesados presentes en el suelo, como el cadmio y el
arseénico, que esta presente en relave de mina utilizado en la investigacion. Asimismo,
Diez (2008) sefiala que al estudiar la resistencia y bioacumulacién de zinc en diferentes
plantas autdctonas de Espana, indica que la producciéon de biomasa en todas las
especies/poblaciones estudiadas se vio reducida significativamente en los suelos
contaminados con zinc debido a su toxicidad, aunque Cytisus scoparius (Fabaceae)
presenté una mayor tolerancia y solo vio afectada significativamente su produccion a

niveles elevados de contaminacion.
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Tabla 18. Correlacion de Pearson analizadas para la longitud de planta, numero de hojas,
Numero de ramas, biomasa total y el nUmero de nédulo de Lupinus ballianus, L. condensiflorus
y Astragalus garbancilo.

Valor de

Variable (1) Variable (2) n Pearson probabilidad
Longitud de planta | Longitud de planta 60 1,00 <0,0001
Numero de hojas Numero de hojas 60 1,00 <0,0001
Numero de hojas Numero de ramas 60 0,85 <0,0001
Numero de hojas Biomasa total 60 0,67 <0,0001
Numero de hojas Numero de nédulos 60 0,82 <0,0001
Numero de ramas Numero de hojas 60 0,85 <0,0001
Numero de ramas Numero de ramas 60 1,00 <0,0001
Numero de ramas Biomasa total 60 0,92 <0,0001
Numero de ramas | Numero de nédulos 60 0,95 <0,0001
Biomasa total Numero de hojas 60 0,67 <0,0001
Biomasa total Numero de ramas 60 0,92 <0,0001
Biomasa total Biomasa total 60 1,00 <0,0001
Biomasa total Numero de nédulos 60 0,92 <0,0001
Numero de nédulos | Numero de hojas 60 0,82 <0,0001
Numero de nédulos | Numero de ramas 60 0,95 <0,0001
Numero de nédulos Biomasa total 60 0,92 <0,0001
Numero de nddulos | Numero de nédulos 60 1,00 <0,0001

Tabla 19. Longitud de planta de Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus garbancillo
evaluadas con tratamientos de relave de mina y en condiciones de invernadero.

Tratamientos de

relave de mina (%) Longitud de
Especies planta(cm) n

0 Astragalus garbancillo 96,2 5 A

30 Astragalus garbancillo 91 5 A B

60 Astragalus garbancillo 82,6 5 B

0 Lupinus ballianus 81 5 B

0 Lupinus condensiflorus 65,32 5 C

30 Lupinus ballianus 57,2 5 C

30 Lupinus condensiflorus 55,8 5 C

60 Lupinus condensiflorus 55,6 5 C

60 Lupinus ballianus 54,4 5 C
100 Lupinus condensiflorus 411 5 D
100 Astragalus garbancillo 40,5 5 D
100 Lupinus ballianus 40,1 5 D

Diferencia minima
significativa 11,2
Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, 0=0,05).
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Tabla 20. Numero de hojas evaluadas en Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus
garbancillo evaluadas con tratamientos de relave de mina y en condiciones de invernadero.

Tratamientos de

relave de mina Numero de
(%) Especies hojas n
0 Astragalus garbancillo 861,4 5 A
30 Astragalus garbancillo 695,8 5 B
60 Astragalus garbancillo 308,8 5 C
0 Lupinus ballianus 282,4 5 C
0 Lupinus condensiflorus 205,2 5 D
30 Lupinus ballianus 197,6 5 D
30 Lupinus condensiflorus 131 5 E
60 Lupinus condensiflorus 119,2 5 E F
60 Lupinus ballianus 103,6 5 E F
100 Lupinus condensiflorus 102,4 5 E F
100 Astragalus garbancillo 93,4 5 E F
100 Lupinus ballianus 66,2 5 F
Diferencia minima
significativa 57,8

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, a=0,05)

Tabla 21. Biomasa total (gramos) de Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus
garbancillo evaluadas con tratamientos de relave de mina y en condiciones de invernadero.

Tratamientos de

relave de mina Biomasa total
(%) Especies (9) n
0 Astragalus garbancillo 96,2 5 A
30 Astragalus garbancillo 91 5 A
60 Astragalus garbancillo 82,6 5 B
0 Lupinus ballianus 81 5 C
0 Lupinus condensiflorus 65,32 5 C
30 Lupinus ballianus 57,2 5 C
30 Lupinus condensiflorus 55,8 5 D
60 Lupinus condensiflorus 55,6 5 D E
60 Lupinus ballianus 54,4 5 D E F
100 Lupinus condensiflorus 411 5 D E F
100 Astragalus garbancillo 40,5 5 E F
100 Lupinus ballianus 40,1 5 F
Diferencia minima
significativa 5,17

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, a=0,05).
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Figura 17. Valores de temperatura media mensual (°C) y de humedad relativa (%) registradas con un
higrotermografo en el invernadero, donde se realiz6 la evaluacion del desarrollo de Lupinus ballianus,
L. condensiflorus y Astragalus garbancillo con tratamientos de relave de mina en el distrito de Lachaqui,
provincia de Canta, region Lima.

5.5 Acumulacién de cadmio, plomo y zinc en 6rganos de especies de Lupinusy
Astragalus evaluadas con tratamientos de relave de mina

Para conocer la respuesta de la acumulacion de cadmio, plomo y zinc en
Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus garbancillo evaluadas con
tratamientos de relave de mina, se consideraron tres variables dependientes como: el
contenido de metales pesados en las raices, hojas y tallos, y el contenido total de los
tres metales acumulados en toda la planta, Ya que el contenido total de cadmio, plomo
y zinc de toda la planta corresponde a la suma de concentraciones de las dos variables
dependientes anteriores. Para lo cual, se realizaron analisis de correlacién y de
regresion lineal simple para seleccionar a la variable que mejor represente en la

acumulacion de metales pesados en los tejidos en estas 3 especies.

En el analisis de correlacién de Pearson, que es una medida de relacion lineal

entre dos variables aleatorias continuas. En el analisis de correlacion realizado del
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contenido de los tres metales se puede observar que el contenido total de metales en
las plantas analizadas esta altamente correlacionado con el contenido de metales en
las raices de las tres especies evaluadas, esta respuesta de correlacion es
posiblemente debido que estas especies tienen la capacidad de acumular los metales
pesados en los tejidos de las raices. En el caso de la correlacion entre el contenido de
cadmio en las raices y el cadmio total, analizadas con los valores de concentracion de
cadmio de Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus garbancillo es altamente
significativa (r=0,99, p=0,0001) (Tabla 22). De otro lado, la correlacién entre el
contenido de cadmio en hojas y tallos y cadmio total, es también altamente significativa
(r=0,89, p=0,0001) (Tabla 22).

En el analisis de correlacion de plomo, al realizar la correlacion entre el
contenido de plomo en raices y plomo total es altamente significativa (r=0,98,
p=0,0001) (Tabla 23). Asimismo, la correlacion entre el contenido de plomo en hojas y
tallos y plomo total, es también altamente significativa (r=0,65, p=0,0001) (Tabla 23).

Del mismo modo, en el analisis de correlacion de zinc, entre el contenido de
zinc en raices y zinc total es altamente significativa (r=0,97, p=0,0001) (Tabla 24). De
modo similar, en la correlacion entre el contenido de zinc en hojas y tallos y zinc total,
es altamente significativa (r=0,91, p=0,0001) (Tabla 24).

Tabla 22. Analisis de correlacion de Pearson (coeficiente de Pearson) para la acumulacién de
cadmio evaluadas con tratamientos de relave de mina en Lupinus ballianus, L. condensiflorus
y Astragalus garbancillo.

Variable 1 Variable 2 n Pearson Nivel de
probabilidad

Contenido de Contenido de 60 0,83 0,0001

cadmio en raices cadmio en hojas-
tallos

Contenido de Contenido de 60 0,99 0,0001
cadmio en raices cadmio total

Contenido de Contenido de 60 0,89 0,0001
cadmio en hojas- cadmio total

tallos
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Tabla 23. Analisis de Correlacién de Pearson (coeficiente de Pearson) para la acumulacion de
plomo evaluadas con tratamientos de relave de mina en Lupinus ballianus, L. condensiflorus
y Astragalus garbancillo.

Variable 1 Variable 2 n Pearson Nivel de
probabilidad

Contenido de Contenido de plomo 60 0,48 0,0001
plomo en raices en hojas-tallos

Contenido de Contenido de plomo 60 0,98 0,0001
plomo en raices total

Contenido de Contenido de plomo 60 0,65 0,0001
plomo en hojas- total

tallos

Tabla 24. Analisis de Correlacién de Pearson (coeficiente de Pearson) para la acumulacion de
zinc evaluadas con tratamientos de relave de mina en Lupinus ballianus, L. condensiflorus y
Astragalus garbancillo.

Variable 1 Variable 2 n Pearson Nivel de
probabilidad
Contenido de zinc | Contenido de zinc 60 0,79 0,0001
en raices hojas-tallos
Contenido de zinc Contenido de 60 0,97 0,0001
en raices cadmio total
Contenido de zinc | Contenido de zinc 60 0,91 0,0001
en hojas-tallos total

De otro lado, al realizar el analisis de regresion lineal simple considerando como
variables dependientes a las concentraciones de cadmio total, plomo total y zinc total
acumuladas en los tejidos de Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus
garbancillo, en relacion con las variables regresoras de las concentraciones de cadmio,

plomo y zinc en las raices y en hojas y tallos. Se obtuvieron los siguientes resultados:

En el analisis de regresién lineal de cadmio total y la variable regresora de
cadmio en raices. El coeficiente de determinacion obtenido fue de R?=0,99, esto indica
que el 99% del contenido total de cadmio en la planta es debido al contenido de cadmio
en la raiz (Figura 18). El analisis de varianza resultd altamente significativo para el
supuesto de existencia de una relacion lineal entre el variable dependiente cadmio total
y la variable regresora cadmio raices (Tabla 79). Igualmente, en el analisis de
regresion lineal entre el contenido de cadmio total y cadmio en hojas y tallos, se obtuvo
un coeficiente de determinacion de, R?=0,79, esto indica que solo el 79% del contenido
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total de cadmio en la planta de las tres especies evaluadas es explicada por el
contenido de cadmio en hoja y tallos (Figura 19). El analisis de varianza resultd
altamente significativo para el supuesto de la existencia de una relacion lineal entre el
variable dependiente cadmio total y la variable regresora cadmio de hojas y tallos
(Tabla 80).

De modo similar, en el analisis de regresién lineal de plomo total y de plomo en
raices (variable regresora), el coeficiente de determinacion obtenido fue de, R?>=0,96,
lo que indica que el 96% del contenido total de plomo en la planta se debe al contenido
de plomo en la raiz (Figura 20). El analisis de varianza resulté altamente significativo
para el supuesto de la existencia de una relacion lineal entre el variable dependiente
plomo total y la variable regresora cadmio raices (Tabla 81). Del mismo modo, en el
analisis de regresion lineal entre el contenido de plomo total y plomo en hojas y tallos,
(variable regresora) se obtuvo un coeficiente de determinacion de R?>=0,43, esto indica
que solo el 43% del contenido total de plomo en la planta de las tres especies
evaluadas es explicada por el contenido de plomo en hojas y tallos (Figura 21). El
Analisis de varianza fue significativo para el supuesto de la existencia de una relacion
lineal entre la variable dependiente plomo total y la variable regresora de plomo en
hojas y tallos (Tabla 82).

Analogamente, en el analisis de regresion lineal de zinc total y de zinc en las
raices (variable regresora), el coeficiente de determinacion obtenido fue de, R?=0,95,
lo que indica que el 95% del contenido total de zinc en la planta se debe al contenido
de zinc en la raiz (Figura 22). El analisis de varianza resulté altamente significativo
para el supuesto de la existencia de una relacion lineal entre la variable dependiente
zinc total y la variable regresora zinc raices (Tabla 83). Del mismo modo, en el analisis
de regresion lineal entre el contenido de zinc total y zinc en hojas y tallos (variable
regresora) se obtuvo un coeficiente de determinacion de R?=0,82, esto indica que solo
el 82% del contenido total de zinc en la planta de las tres especies evaluadas es
explicada por el contenido de zinc en hojas y tallos (Figura 23). En consecuencia, el

analisis de varianza resulté altamente significativo para el supuesto de existencia de
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una relacion lineal positiva entre la variable dependiente plomo total y la variable

regresora de plomo en hojas y tallos (Tabla 84).

De los resultados obtenidos en los analisis de correlacion y regresion lineal
simple, se concluye que la variacién en el contenido total de metales en la planta (las
tres especies estudiadas) esta explicada en mayor grado por la variacion del contenido
de metales en la raiz, con estas pruebas se pudo proseguir con el andlisis de variancia
usando principalmente la variable dependiente de contenido total de metales en la
planta en las tres especies evaluadas (variable dependiente) dentro del disefio
completamente aleatorio bajo el arreglo factorial de 4x3 (tratamientos de proporciones

de relave mina y tres especie de leguminosas estudiadas).
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Figura 18. Analisis de Regresion lineal simple de la variable dependiente cadmio total y la variable
regresora cadmio raices en Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus garbancillo.
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Figura 19. Analisis de Regresién lineal simple de la variable dependiente cadmio total y la variable
regresora cadmio hojas y tallos en Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus garbancillo.
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Figura 20. Analisis de Regresion lineal simple de la variable dependiente plomo total y la variable
regresora plomo en raices de Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus garbancillo.
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Figura 21. Analisis de Regresion lineal simple de la variable dependiente plomo total y la variable
regresora plomo en hojas y tallos en Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus garbancillo.
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Figura22. Analisis de Regresion lineal simple de la variable dependiente zinc total y la variable regresora
zinc en hojas y tallos en Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus garbancillo.
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Figura 9. Analisis de Regresion lineal simple de la variable dependiente zinc total y la variable
regresora zinc en hojas y tallos en Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus garbancillo.

5.5.1 Acumulacion de cadmio en Lupinus y Astragalus

Al realizar el analisis de varianza de la acumulacién de cadmio en las raices, y
como cadmio total se encontraron diferencias estadisticamente significativas
(p<0,0001) por tratamientos, por especies y en la interaccion de los tratamientos *
especies, en Lupinus ballianus L. condensiflorus y en Astragalus garbancillo (Tabla
34). Asimismo, en el andlisis de separacién de medias por la prueba de Tukey de la
acumulacién de cadmio en las raices, y analizadas y como cadmio total en cada
especie se obtuvieron diferencias (Tabla 35).

En Lupinus ballianus, el mayor valor de acumulacién de cadmio en las raices
fue obtenido con el tratamiento de 100% de relave de mina, acumulando 287,3 mg de

cadmio por kg-' de materia seca (MS) (Tabla 25). Del mismo modo, el mayor valor de
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acumulacion de cadmio total en esta especie fue obtenido con el tratamiento de 100%
de relave de mina, acumulando 18,76 mg kg™' MS de cadmio (Tabla 35), y al sacar la
potencia de este valor, el valor equivalente de acumulacién de cadmio total fue de
351,94 mg kg' MS, porque para poder realizar el analisis de varianza de acumulacion
de cadmio total y cumplir con los supuestos estadisticos de normalidad, homogeneidad

e independencia, los datos originales fueron transformados con la raiz cuadrada.

En Lupinus condensiflorus. EI mayor valor de acumulacion de cadmio en las
raices también fue obtenido con el tratamiento de 100% de relave de mina,
acumulando 109,96 mg de cadmio por kg-! de materia seca (MS) (Tabla 26). El
mayor valor de acumulacion de cadmio total en esta especie fue obtenido con el
tratamiento de 100% de relave de mina, acumulando 12,62 mg kg' MS de cadmio
(Tabla 35), y al sacar la potencia de este valor, el valor equivalente de acumulacién de
cadmio total fue de 159,26 mg kg' MS, porque para realizar el andlisis de varianza de
la acumulacion de cadmio total y cumplir con los supuestos estadisticos de normalidad,
homogeneidad e independencia, los datos originales de concentracion de cadmio

fueron transformados sacando la raiz cuadrada.

En Astragalus garbancillo, el mayor valor de acumulacion de cadmio en las
raices, también fue obtenido con el tratamiento de 100% de relave de mina,
acumulando 78,2 mg kg' MS de cadmio (Tabla 27). Analogamente, en las dos
especies de Lupinus, el mayor valor de la acumulacion de cadmio total en Astragalus
garbancillo fue obtenido con el tratamiento de 100% de relave de mina, acumulando
11,62 mg kg' MS de cadmio (Tabla 35), y al sacar la potencia de este valor, el valor
equivalente de acumulacion de cadmio total fue de 135,02 mg kg™' MS, porque para
realizar el andlisis de varianza de la acumulacion de cadmio total y cumplir con los
supuestos estadisticos de normalidad, homogeneidad e independencia los datos
originales de concentracion de cadmio, fueron transformados sacando la raiz

cuadrada.
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Tabla 25. Acumulacion de cadmio en los tejidos de las raices de Lupinus ballianus.

Tratamientos de relave mina Cadmio raices (mg Kg"
(%) materia seca) n
100 287,3 5 A
60 162,7 5 B
30 9,17 5 C
0 0,53 5 C
Diferencia minima significativa 72,4

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, 0=0,05).

Tabla 26. Acumulacion de cadmio en los tejidos de las raices de Lupinus condensiflorus.

Tratamientos de relave mina Cadmio raices (mg Kg

(%) materia seca) n
100 106,96 5 A
60 30,06 5 B
30 3,02 5 C
0 0,06 5 C
Diferencia minima significativa 4,9

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, 0=0,05).

Tabla 27. Acumulacion de cadmio en los tejidos de las raices de Astragalus garbancillo.

Tratamientos de relave mina Cadmio raices (mg Kg"

(%) materia seca) n
100 78,2 5 A
60 15,95 5 B
30 3,22 5 C
0 0,1 5 C
Diferencia minima significativa 5,1

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, a=0,05).
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5.5.2 Acumulacion de plomo en especies de Lupinus 'y Astragalus

En el andlisis de varianza de la acumulacion de plomo en las raices, y como
plomo total se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0,0001) por
tratamientos con relave de mina, por especies, y en la interaccion de tratamientos *
especies (Tabla 36) en Lupinus ballianus, L. condensiflorus y en Astragalus
garbancillo. De otro lado, en el analisis de separacion de medias por la prueba de
Tukey de la acumulacién de plomo en las raices, analizadas por tratamientos y como

plomo total en cada especie se obtuvieron diferencias.

En Lupinus ballianus, el mayor valor de acumulacion de plomo en las raices fue
obtenido con el tratamiento de 100% de relave de mina, acumulando 992,76 mg kg™
MS de plomo (Tabla 28), Asimismo, el mayor valor de acumulacion de plomo total en
esta especie fue obtenido con el tratamiento de 100% de relave de mina, acumulando
33,73 mg kg' MS de cadmio (Tabla 35), y al sacar la potencia de este valor, el valor
equivalente de acumulacion de plomo total fue de 1137,71 mg kg™' MS, porque para
realizar el analisis de varianza de acumulacion de cadmio total y cumplir con los
supuestos estadisticos de normalidad, homogeneidad e independencia los datos

originales fueron transformados con la funcion de raiz cuadrada.

En el caso de Lupinus condensiflorus, el mayor valor de acumulacién de plomo
en las raices también fue obtenido con el tratamiento de 100% de relave de mina,
acumulando 656,15 mg kg™' MS de cadmio (Tabla 27), El mayor valor de acumulacion
de plomo total en esta especie fue obtenido con el tratamiento de 100% de relave de
mina, acumulando 28,32 mg kg' MS de plomo (Tabla 35), y al sacar la potencia de
este valor, su valor equivalente de acumulacién de cadmio total fue de 802,02 mg kg™’
MS, porque para realizar el analisis de varianza de la acumulacién de plomo total y
cumplir con los supuestos estadisticos de normalidad, homogeneidad e independencia
los datos originales de concentracién de plomo fueron transformados sacando la raiz

cuadrada.
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Por otro lado, en Astragalus garbancillo, el mayor valor de acumulaciéon de
plomo en las raices, igualmente fue obtenido con el tratamiento de 100% de relave de
mina, acumulando 559,56 mg kg' MS de cadmio (Tabla 28). De modo similar, a las
dos especies de Lupinus, el mayor valor de la acumulacion de plomo total en
Astragalus garbancillo fue obtenido con el tratamiento de 100% de relave de mina,
acumulando 26,72 mg kg' MS de plomo (Tabla 35), y al sacar la potencia de este
valor, el valor equivalente de acumulacion de plomo total fue de 713,96 mg kg MS,
porque para realizar el andlisis de varianza de la acumulacion de plomo total y cumplir
con los supuestos estadisticos de normalidad, homogeneidad e independencia los
datos originales de concentracion de plomo fueron transformados sacando la raiz

cuadrada.

Tabla 28. Acumulacion de plomo en los tejidos de las raices de Lupinus ballianus.

Plomo raices (mg Kg™'

Tratamientos de relave mina (%) materia seca) n
100 992,76 5 A
60 456,8 5 B
30 388,36 5 B
0 16,95 5 C
Diferencia minima significativa 250,3

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, 0=0,05).

Tabla 29. Acumulacion de plomo en los tejidos de las raices de Lupinus condensiflorus.

Tratamientos de relave mina Plomo raices (mg Kg™'

(%) materia seca) n
100 656,15 5 A
60 489,2 5 B
30 427,46 5 B
0 18,58 5 C
Diferencia minima significativa 160,6

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, 0=0,05).
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Tabla 30. Acumulacion de plomo en los tejidos de las raices de Astragalus garbancillo.

Tratamientos de relave mina Plomo raices (mg Kg™'

(%) materia seca) n
100 559,56 5 A
60 288,36 5 B
30 194,2 5 C
0 6,66 5 D
Diferencia minima significativa 33,6

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, a=0,05).

5.5.3 Acumulacion de zinc en Lupinus 'y Astragalus

Al realizar el analisis de varianza (ANAVA) de la acumulacion de zinc en las
raices, y como zinc total se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas
(p<0,0001) por tratamientos con relave de mina, por especies, y en la interaccion de
tratamientos * especies (Tabla 38) en Lupinus ballianus L. condensiflorus y en
Astragalus garbancillo, De otra parte, en el analisis de separacién de medias por la
prueba de Tukey de la acumulacion de zinc en las raices, analizadas por tratamientos

y como zinc total en cada especie se obtuvieron diferencias.

En Lupinus ballianus, el mayor valor de acumulacion de zinc en las raices fue
obtenido con el tratamiento de 100% de relave de mina, acumulando 993,00 mg kg™’
MS de zinc (Tabla 31). Asimismo, el mayor valor de acumulacion de zinc total en esta
especie fue obtenido con el tratamiento de 100% de relave de mina, acumulando 38,99
mg kg MS de zinc (Tabla 39), y al sacar la potencia de este valor, el valor equivalente
de acumulacion de plomo total fue de 1520,22 mg kg' MS, porque para realizar el
analisis de varianza de acumulacion de cadmio total y cumplir con los supuestos
estadisticos de normalidad, homogeneidad e independencia los datos originales

fueron transformados con la raiz cuadrada.

Para el caso de Lupinus condensiflorus, el mayor valor de acumulacion de zinc
en las raices también fue obtenido con el tratamiento de 100% de relave de mina,

acumulando 903,38 mg kg™' MS de cadmio (Tabla 30), El mayor valor de acumulacion
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de zinc total en esta especie fue obtenido con el tratamiento de 100% de relave de
mina, acumulando 35,96 mg kg™' MS de zinc (Tabla 39), y al sacar la potencia de este
valor, su valor equivalente de acumulacion de zinc total fue de 1293,12 mg kg' MS,
porque para realizar el andlisis de varianza de la acumulacion de plomo total y cumplir
con los supuestos estadisticos de normalidad, homogeneidad e independencia los
datos originales de concentracion de cadmio fueron transformados sacando la raiz

cuadrada.

Por otra parte, en Astragalus garbancillo, el mayor valor de acumulacion de zinc
en las raices, igualmente fue obtenido con el tratamiento de 100% de relave de mina,
acumulando 624,32 mg kg' MS de zinc (Tabla 33), De manera similar, a las dos
especies de Lupinus, el mayor valor de la acumulacién de zinc total en Astragalus
garbancillo fue obtenido con el tratamiento de 100% de relave de mina, acumulando
31,92 mg kg™' MS de zinc (Tabla 39), y al sacar la potencia de este valor, el valor
equivalente de acumulacion de plomo total fue de 996,54 mg kg' MS, porque para
realizar el analisis de varianza de la acumulacién de plomo total y cumplir con los
supuestos estadisticos de normalidad, homogeneidad e independencia los datos

originales de concentracion de zinc fueron transformados sacando la raiz cuadrada.

Tabla 31. Acumulacion de zinc en los tejidos de las raices de Lupinus ballianus.

Tratamientos de relave mina Zinc raices (mg Kg"'
(%) materia seca) n
100 993 5 A
60 763,6 5 B
30 471,8 5 C
0 174,4 5 D
Diferencia minima significativa 216,3

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, a=0,05).
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Tabla 32. Acumulacion de zinc en los tejidos de las raices de Lupinus condensiflorus.

Tratamientos de relave mina Zinc raices (mg Kg"'
(%) materia seca) n
100 903,8 5 A
60 411,8 5 B
30 312,76 5 B
0 61,7 5 C
Diferencia minima significativa 101,6

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, a=0,05).

Tabla 33. Acumulacion de zinc en los tejidos de las raices de Astragalus garbancillo.

Zinc raices (mg Kg"'

Tratamientos de relave mina (%) materia seca) n
100 624,32 5 A
60 532,8 5 A
30 301,84 5 B
0 51,6 5 C
Diferencia minima significativa 95,3

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, a=0,05).

Tabla 34. Analisis de varianza de la acumulacion de cadmio total analizadas en los tejidos de
Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus garbancillo.

Factores de variacion Sumade Grados de Media Valor de
cuadrados libertad cuadratica F probabilidad

Modelo 1938,1 11,0 176,2 167,3 <0,0001
Relave de mina (%) 1500,4 3,0 500,1 474.8 <0,0001
Especies 254,0 2,0 127,0 120,6 <0,0001
Relave *Especies 183,7 6,0 30,6 29,1 <0,0001
Error 50,6 48,0 1,1
Total 1988,6 59,0
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Tabla 35. Acumulacion de cadmio total analizadas en los tejidos de Lupinus ballianus, L.
condensiflorus y Astragalus garbancillo.

Tratamientos de Cadmio total (mg
relave mina (%) Especies Kg' materia seca) n
100 Lupinus ballianus 18,76 5 A
100 Lupinus condensiflorus 12,62 5 B
100 Astragalus garbancillo 11,62 5 B
60 Astragalus garbancillo 9,29 5 C
60 Lupinus condensiflorus 5,86 5 D
30 Lupinus ballianus 4,49 5 D E
30 Lupinus condensiflorus 2,98 5 E F
60 Lupinus ballianus 2,05 5 F G
30 Astragalus garbancillo 1,82 5 F G
0 Lupinus ballianus 0,68 5 G
0 Lupinus condensiflorus 0,35 5 G
0 Astragalus garbancillo 0,17 5 G
Diferencia
minima
significativa 2,22

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, 0=0,05).

Tabla 36. Andlisis de varianza de la acumulacién de plomo total analizadas en los tejidos de
Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus garbancillo.

Factores de Sumade  Grados de Media Valor de
variacion cuadrados libertad cuadratica F probabilidad
Modelo 5475,5 11,0 497,8 127,3 <0,0001
Relave de mina (%) 5208,8 3,0 1736,3 444 1 <0,0001
Especies 100,5 2,0 50,3 12,9 <0,0001
Relave *Especies 166,3 6,0 27,7 71 <0,0001
Error 187,7 48,0 3,9
Total 5663,2 59,0
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Tabla 37. Acumulacién de plomo total analizadas en los tejidos de Lupinus ballianus, L.
condensiflorus y Astragalus garbancillo.

Tratamientos de Plomo total (mg K-
relave mina (%) Especies de materia seca) n
100 Lupinus ballianus 33,73 5 A
100 Lupinus condensiflorus 28,32 5 B
100 Astragalus garbancillo 26,72 5 B C
60 Astragalus garbancillo 23,49 5 cCD
60 Lupinus condensiflorus 22,66 5 CcCD
30 Lupinus ballianus 22,63 5 cCD
30 Lupinus condensiflorus 21,67 5 D
60 Lupinus ballianus 20,79 5 D E
30 Astragalus garbancillo 16,91 5 E
0 Lupinus ballianus 5,06 5 F
0 Lupinus condensiflorus 4,71 5 F
0 Astragalus garbancillo 2,52 5 F
Diferencia minima
significativa 4,29

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, 0=0,05).

Tabla 38. Analisis de varianza de la acumulacion de zinc total analizadas en los tejidos de
Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus garbancillo.

Factores de Suma de Grados de Media Valor de
variacion cuadrados libertad cuadratica F probabilidad
Modelo 4580,8 11,0 416,4 88,8 <0,0001
Relave de mina
(%) 3794,5 3,0 1264,8 269,7 <0,0001
Especies 496,6 2,0 248,3 53,0 <0,0001
Relave *Especies 289,8 6,0 48,3 10,3 <0,0001
Error 2251 48,0 47
Total 4805,9 59,0
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Tabla 39. Acumulacion de Zinc total analizadas en los tejidos de Lupinus ballianus, L.
condensiflorus y Astragalus garbancillo.

Tratamientos de Zinc total (mg Kg™' de
relave mina (%) Especies materia seca) n
100 Lupinus ballianus 38,99 5 A
100 Lupinus condensiflorus 35,96 5 A B
100 Astragalus garbancillo 31,28 5 B C
60 Astragalus garbancillo 27,89 5 CD
60 Lupinus condensiflorus 26,04 5 D
30 Lupinus ballianus 24,22 5 D E
30 Lupinus condensiflorus 23,95 5 D E
60 Lupinus ballianus 20,08 5 E F
30 Astragalus garbancillo 19,95 5 E F
0 Lupinus ballianus 15,6 5 F G
0 Lupinus condensiflorus 12,65 5 G H
0 Astragalus garbancillo 8,32 5 H
Diferencia minima
significativa 4,7

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, a=0,05).

En el trabajo realizado con estas especies andinas, se ha demostrado que
Lupinus ballianus, Lupinus condesiflorus y Astragalus garbancillo absorben y
acumulan el cadmio, plomo y zinc en el tejido de las raices. A este mecanismo que
tienen algunas especies vegetales de realizar la acumulacion de los metales
preferentemente en las raices se conoce como plantas fitoestabilizadoras. Idealmente,
las especies de plantas utilizadas para la fitoestabilizacion no deberian acumular
metales pesados en sus partes aéreas para evitar la entrada de estos contaminantes
en la cadena alimenticia (Gémez-Sagastegui et al, 2012). Deben ser tolerantes a los
metales, con un sistema radical extenso, producir una gran cantidad de biomasa y
mantener la translocacion tan pequena de la raiz a las hojas y los tallos (Alkorta et al,
2010), Por ende, los diversos estudios realizados indican que la revegetacion de los
lugares con residuos de mina es posible y que varias especies de plantas se pueden

utilizar con este propdsito.

Por lo tanto, la fitoestabilizacion probablemente es la técnica mas conveniente de
remediacion disponibles para la remediacién de suelos contaminadas con metales,

porque es una tecnologia amigable con el ambiente, rentable y de larga duracién de
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los efectos de la estabilizacién (Oznur et al., 2018). En el proceso de fitoestabilizacion
por las plantas se realiza la inmovilizacion de los metales debido a los mecanismos de
absorcién y acumulacion en las raices, adsorcion sobre las raices, o precipitacion
sobre la rizosfera. Las raices de las plantas producen cambios en la especiacion de
los metales al producir variaciones en el potencial redox, secrecion de protones,
secrecion de agentes quelantes, etc. Gran parte de los iones metalicos son adsorbidos
fisicamente a superficies externas de las paredes celulares cargadas negativamente
(Lasat, 2002), o por enlaces quimicos por ejemplo Pb-O (Marmiroli et al., 2005),
mientras que otra gran parte de los iones son absorbidos y secuestrados dentro de las
estructuras celulares de las raices (ejemplo, En las, vacuolas), lo que los convierte en
formas no disponibles para la translocacién a la parte aérea de las plantas (Lasat et al,
1998).

Ahora bien, en estudios realizados con otras especies de Lupinus, se sefala
que resisten niveles elevados de elementos toxicos en el suelo, con fuerte caracter
exclusor, y una gran capacidad para retenerlos en las raices, evitando su transporte a
la parte aérea donde se encuentran los tejidos fotosintéticos indispensables para la
vida de la planta (Zornoza et al., 2002). Es necesario sefalar en el trabajo realizado,
en Lupinus ballianus, Lupinus condensiflorus yl Astragalus garbancillo los mayores
valores de acumulaciéon de cadmio fueron obtenidos en las raices con el tratamiento
de 100% de relave de mina, acumulando 287,3 mg kg™' de Materia Seca, 109,96 kg™
MS y 78,2 mg kg' MS de cadmio, respectivamente. Lo que indican que estas tres
especies tienen una alta tolerancia al cadmio absorbidas del relave de mina y
acumuladas mayormente en sus raices. En el trabajo realizado por Vazquez et al
(2006) evaluando Lupinus albus el cadmio indujo la sintesis de altos niveles de
fitoquelatinas (PC) en plantas de Lupinus albus, principalmente en raices, siendo PC3
la fitoquelatina principal. La cantidad de cadmio complejado por el tiol representd
aproximadamente el 20% del cadmio total en hojas, 40% en tallos y 20% en raices,
Por lo tanto, la retenciéon de cadmio en la pared celular podria representar mas del
doble de la cantidad de cadmio complejado por fitoquelatinas en hojas y raices. En

tallos, ambos mecanismos contribuyeron por igual en la desintoxicacion de cadmio,
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Estos estudios indican que las plantas de Lupinus albus utilizan la unién de la pared
celular y, en segundo lugar, la produccion de fitoquelatinas, como mecanismos
efectivos de desintoxicacion del cadmio, Igualmente, Martinez-Alcala et al. (2010) al
evaluar Lupinus albus en la fitorremediacion de suelos contaminados con metales
pesados y con altos niveles de Zn, Cd, Cu y Pb en los suelos, y con valores de pH
desde 4,2 a 6,8, indican que la limitada transferencia de metales pesados a los tallos
confirma el papel potencial de esta especie en la fitoinmovilizacion de los metales
pesados, particularmente en suelos alcalinos y neutros. De otro lado, Ehsan et al,
(2015) en un experimento con Lupinus uncinatus expusieron a las plantas a
concentraciones crecientes de zinc (0, 30, 40 y 50 ymoles) y de cadmio (0, 3,4y 5
MMoles) en un sistema hidropdnico. Los resultados mostraron diferentes patrones de
acumulacién y distribucion de metales en las partes de la planta, lo que sugiere
diferentes mecanismos de tolerancia para cada metal. Las proporciones de hojas-
tallos: raiz de zinc obtenidas en este experimento mostraron que L. uncinatus tenia el
potencial de hiperacumular zinc. Los sintomas de toxicidad solo se observaron en el
tratamiento con zinc mas alto. Sin embargo, en el caso de cadmio, el comportamiento
de la planta fue diferente. Aunque toleraba tratamientos con 3 y 4 ymoles de cadmio,
No obstante, la mayor parte del cadmio fue acumulado en las raices y el patron de
algunos nutrientes esenciales como K, Mg, Zn, Fe y Cu se alteraron. En base en estos
hallazgos, concluyen que L. uncinatus puede considerarse como una especie
candidato para la fitorremediacidn de sitios contaminados con metales. En un trabajo
reciente, Jara et al. (2014) en las raices de Lupinus, ballianus obtuvieron la mas alta
acumulacién de cadmio, con una concentracion de 287,3 mg kg-1 MS con el

tratamiento de 100% de relave de mina.

Ahora bien, en Lupinus ballianus, Lupinus condensiflorus y Astragalus
garbancillo los mayores valores de acumulacién de plomo fueron obtenidos en las
raices con el tratamiento de 100% de relave de mina, acumulando 999,76 mg kg de
Materia Seca, 656,15 kg MS y 559,56 78,2 mg kg' MS de plomo, respectivamente,
Estas especies andinas toleran la presencia de plomo en el relave de mina. En varios

estudios realizados con Lupinus ha sido demostrado, en condiciones de estrés al
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plomo las plantas sintetizan el malonil di aldehido y glutatién. En el trabajo realizado
por Garcia et al. (2017) con Lupinus albus cultivaron esta especie en hidroponia con
concentraciones de 0, 90 y 180 mili moles de plomo divalente (Pb Il) y afiadiendo el
quelante EDTA (etilén diamino tetra acétatico) durante 30 dias. La distribucién de
plomo (proporcion de brotes: raices) fue de 0,34 y 0,46 para ambos tratamientos con
plomo. En los brotes, no se detectaron disminuciones en la biomasa ni en los niveles
de pigmentos fotosintéticos ni cambios en las concentraciones de malonil di aldehido
y glutation. En las raices, el malonil dialdehido aument6 en un 20%, el glutation en 2 a
3,6 veces y las concentraciones de fitoquelatinas de 4 a 5 veces. Esta alta tolerancia
de Lupinus albus al plomo la convierte en una especie valiosa para la fitorremediacion
del suelo contaminado con plomo. De otra parte, Rodriguez et al. (2016) evaluaron el
potencial de varios desechos industriales para inmovilizar metales en dos suelos
contaminados derivados de una antigua mina de plomo y zinc. Utilizaron dos enfoques
diferentes para evaluar el rendimiento de las diferentes enmiendas: uno quimico, que
utiliza la extraccion con acido etilen diamino tetraacético (EDTA) y otro biolégico, con
Lupinus albus. Se utilizaron cuatro enmiendas: residuos de produccion de azucar
inorganico (espuma de azucar), un lodo de tratamiento de agua potable (DWS). Las
enmiendas probadas también fueron efectivas para reducir la biodisponibilidad de
plomo y zinc en L. albus, lo que dio lugar a una disminucién en la acumulacion de los
metales en los brotes por las plantas comparadas con las encontradas en el suelo de
control. Esa disminucién alcanz6é hasta 5,6 y 2,8 veces para el plomo zinc,
respectivamente, siendo estadisticamente significativa en la mayoria de los casos. Los
resultados obtenidos mostraron que la tecnologia propuesta es un medio viable para
remediar los suelos mineros, ya que condujo a una disminucion en la disponibilidad y
toxicidad de los metales y, por lo tanto, facilitdé el crecimiento de una capa de
vegetacion. De otro lado, Wichea et al. (2015) en un cultivo intercalado de avena
(Avena sativa L.) con lupino blanco (Lupinus albus L.). Concluyen que el cultivo
intercalado con lupino blanco al 11% podria ser una herramienta prometedora para la
fitorremediacion y la investigacion fitoquimica, mejorando la movilidad de metales traza
esencial, asi como elementos con relevancia para fitorremediacion de plomo y torio en

el suelo.
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De otra parte, en estudios realizados con especies de Astragalus realizados
obtuvieron respuestas diferentes en referencia al trabajo realizado la especie de
Astragalus garbancillo. Por ejemplo, Kirat & Nasuh (2015) evaluaron Astragalus
pycnocephalus y Verbascum euphraticum especies que crecen en suelos con
concentracion de plomo entre 52,96 y 9909,13 mg kg™' y en concentracion de zinc entre
115,1 a 10000 mg kg-'. Astragalus pycnocephalus y Verbascum euphraticum fueron
determinadas como especies indicadoras. Pero, en algunos lugares se determinaron
como especies hiperacumuladores de plomo y zinc debido a los valores de
concentracion acumulados: concentraciones de plomo> 1000 mg kg, de Zinc >
10000 mg kg, los valores calculados de del factor de translocacion para estos dos
metales fueron mayor a 1, Igualmente, Akbar et al (2009) evaluando a las especies de
Ebenus stellata y Astragalus glaucanthus, concluyeron que estas dos especies
vegetales nativas toleraron y absorbieron altos niveles de metales, preferentemente
en la biomasa aérea, lo que puede ser sugerido su uso en la fitorremediacion de suelos

contaminadas con cadmio y plomo en regiones aridas.

No obstante, en Lupinus ballianus, Lupinus condensiflorus y Astragalus
garbancillo los mayores valores de acumulacion de zinc fueron también obtenidas en
las raices con el tratamiento de 100% de relave de mina, acumulando 993 mg kg’ de
Materia Seca, 903,38 mg kg' MS y 624,32 mg kg™' MS de zinc, respectivamente. De
las tres especies evaluadas el mayor valor de zinc total fue obtenido por L, ballianus
acumulando 1520,22 mg kg' MS, los resultados indican que las especies evaluadas
toleran concentraciones de zinc del relave de mina. En cambio, otras especies de
Lupinus europeas estudiadas acumulan el zinc mayormente en las hojas y los tallos
como en el caso de Lupinus luteus, la contaminacion inducida de zinc en el suelo
redujo el crecimiento y desarrollo de esta especie, una dosis de 300 mg kg’ de zinc
en el suelo causo6 la marchitez de las plantulas. El compost y la bentonita redujeron la
influencia negativa de la contaminacion del zinc en el suelo en el rendimiento de
Lupinus luteus, especialmente en las partes aéreas, (Wyszkowski & Modrzewska,
2015). De otro lado, Houben et al (2012) evaluando Lupinus albus e investigando

simultaneamente los efectos de seis enmiendas (CaCOs, polvo de hierro, cenizas,
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estiércol, bentonita y harina de huesos) en la lixiviacion vy fitodisponibilidad de cadmio,
zinc y plomo. La lixiviacion de Cd y Zn se redujo con todas las modificaciones,
principalmente debido al aumento de la alcalinidad, La lixiviacion de plomo se vio
fuertemente afectada por la liberacién de carbono organico disuelto (DOC). Por lo
tanto, los tratamientos con harina de huesos y estiércol, aumentaron altamente las
concentraciones de DOC en los lixiviados, aumentaron las concentraciones medias de
plomo en el flujo en 2, 3 y 16 veces, respectivamente, Sorprendentemente, el polvo de
hierro indujo fuertes reducciones de lixiviacién de cadmio y plomo, esta enmienda
duplicd las concentraciones de cadmio y plomo en los brotes de Lupinus albus.
Safronova et al (2012) estudiaron las poblaciones locales de las leguminosas como
Astragalus hamosus, Lotus edulis, Lotus ornithopodioides, Medicago ciliaris y
Scorpiurus muricatus de lugares contaminados con metales pesados y sin
contaminacién. La tolerancia de las especies a los metales pesados varid
significativamente segun la especie. Las especies L. edulis, L. ornithopodioides y M.
ciliaris poseian la mayor tolerancia al zinc, cadmio y plomo. En cambio, Cytisus
scoparius una especie arbustiva que desarrolla bien en suelos contaminados con zinc,
especie una exclusor y con gran tolerancia al zinc, y que es capaz de fijar nitrdgeno en
los suelos. La fijacién de nitrégeno podria facilitar la estabilizacion de la vegetacion
para promover el mantenimiento de la cobertura vegetal en suelos contaminados y

pobres en nutrientes, como los suelos mineros (Diez, 2008).

5.6 Factor de bioconcentracion y de transferencia de metales calculadas para las
especies de Lupinus y Astragalus

5.6.1 Factor de bioconcentracion y de transferencia de cadmio para Lupinus y
Astragalus

Al realizar el analisis de varianza de los factores de bioconcentracion y de
transferencia de cadmio para Lupinus ballianus se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas (p<0,0001) entre los tratamientos de relave de mina.
También, en el analisis de varianza del factor de bioconcentracién de cadmio de

Lupinus condensiflorus se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas
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(p<0,0001) entre los tratamientos. No obstante, en el analisis de varianza para el factor
de transferencia de cadmio de L. condensiflorus, no se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos (p=0,4813). Del mismo modo, en el
caso de Astragalus garbancillo se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas (p<0,0001) entre los tratamientos relave de mina solamente para el factor
de bioconcentracion de cadmio de A. garbancillo. Sin embargo, en el analisis de
varianza para el factor de transferencia de A. garbancillo no se obtuvieron diferencias

estadisticamente significativas entre tratamientos (p=0,2367).

De otra parte, en el analisis de separacién de medias por la prueba de Tukey
tanto en Lupinus ballianus, Lupinus condensiflorus y Astragalus garbancillo se obtuvo
diferencias para los factores de bioconcentracién (FBC) y de transferencia (FT) de
cadmio. Los mayor valores de los factores de bioconcentracion y de transferencia de
cadmio fue obtenido con el tratamiento de 100% de relave de mina (Tablas 40, 41,
42,43, 44 y 45, respectivamente). Lupinus ballianus obtuvo un alto valor del FBC de
cadmio =5,97, un valor de FT=0,23. Del mismo modo, Lupinus condensiflorus obtuvo
el valor del FBC de cadmio = 2,22, un valor de FT=0,26. En el caso de Astragalus

garbancillo obtuvo el valor del FBC de cadmio = 1,63, un valor de FT= 0,10.

5.6.2 Factor de bioconcentracion y de transferencia de plomo para Lupinus y
Astragalus

En el analisis de varianza de los factores de bioconcentracién de plomo para
Lupinus ballianus se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas (p<0,0001)
entre los tratamientos de relave de mina. Por contrario, en el analisis de varianza del
factor de transferencia de plomo para Lupinus ballianus no se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos (p=0,1236). De otra parte, en el
analisis de varianza del factor de bioconcentracion de plomo para Lupinus
condensiflorus se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas (p<0,0001)
entre los tratamientos. No obstante, en el analisis de varianza para el factor de

transferencia de plomo para L. condensiflorus, no se obtuvieron diferencias
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estadisticamente significativas entre tratamientos (p=0,0903). En el caso de Astragalus
garbancillo se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas (p<0,0001) entre
los tratamientos de relave de mina para los factores de bioconcentracion y de

transferencia de plomo.

Por otra parte, en el analisis de la separacion de medias por la prueba de Tukey
tanto en Lupinus ballianus, Lupinus condensiflorus y Astragalus garbancillo se obtuvo
diferencias entre las especies para los factores de bioconcentracion y de transferencia
de plomo. Los mayores valores de los factores de bioconcentracion y de transferencia
de plomo en estas tres especies fueron obtenidos con el tratamiento de 100% de relave
de mina (Tablas 46, 47, 48, 49, 50 y 51, respectivamente). Por consiguiente, Lupinus
ballianus obtuvo un valor del FBC de plomo = 0,35, un valor de FT=0,23. De un modo
similar, Lupinus condensiflorus obtuvieron el valor del FBC y de FT de plomo = 0,23.
En el caso de Astragalus garbancillo obtuvo el valor del FBC de plomo = 0,20, y el
valor de FT=0,28.

5.6.3 Factor de bioconcentracion y de transferencia de zinc para Lupinus y Astragalus

En el analisis de varianza del factor de bioconcentracion de zinc para Lupinus
ballianus se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas (p<0,0001) entre los
tratamientos de relave de min. Aunque, en el analisis de varianza del factor de
transferencia de zinc de Lupinus ballianus no se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos (p=0,050). Por otra parte, en el
analisis de varianza de los factores de bioconcentracion y de transferencia de zinc para
Lupinus condensiflorus se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas
(p<0,0001) entre los tratamientos. Igualmente, en Astragalus garbancillo se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas (p<0,0001) entre los tratamientos de relave

de mina para los factores de bioconcentracion y de transferencia de zinc.

Asimismo, en el analisis de la separacion de medias por la prueba de Tukey

tanto en Lupinus ballianus, Lupinus condensiflorus y Astragalus garbancillo se
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obtuvieron diferencias entre las especies para los factores de bioconcentracién y de
transferencia de zinc. Los mayores valores de los factores de bioconcentracion y de
transferencia de zinc en estas tres especies fueron obtenidos con el tratamiento de
100% de relave de mina (Tablas 52, 53, 54, 55, 56 y 57, respectivamente). Por tanto,
Lupinus ballianus obtuvo el valor del FBC de zinc = 0,26, un valor de FT=0,54. En ese
sentido, Lupinus condensiflorus obtuvo el valor del FBC = 0,24 y el FT de zinc = 0,43.
En el caso de Astragalus garbancillo obtuvo el valor del FBC de zinc = 0,14, y el valor
de FT=0,29.

Indudablemente, es necesario dar a conocer que el factor de bioconcentracion
(FB), también conocido como coeficiente de absorcion biolégica (CAB) o factor de
acumulacién (FA), Se define como el cociente de la concentracion total de elementos
en el tejido de las hojas y tallos (biomasa aérea y la concentracion total de elementos
del suelo en los relaves mineros (Brooks, 1998). El factor de translocacion (FT),
también conocido como el factor de transferencia, se define como el cociente de la
concentracion total de elementos en el tejido de los brotes, y la concentracion total de
elementos en el tejido de la raiz (Brooks, 1998). Estos dos factores son los dos indices
importantes para evaluar la viabilidad de cualquier especie vegetal y sugerir su posible
uso en la fitorremediacion de metales pesados (Pandey, 2012). Las especies de
plantas candidatas de para la fitoestabilizacién de los metales, no deberian translocar
los metales a los tejidos de los brotes, y poder prevenir la exposicion de la fauna
silvestre y la contaminacion de la superficie. Asi, la relacion de valores de la
concentracion de los metales del suelo, entre las concentraciones de metales en el
tejido de la raiz deben tener valores menores a uno (>1) (Mendez & Maier, 2008). En
trabajos realizados de los calculos de los factores de bioconcentracién (FB) y de
translocacion (FT), con especies de la familia de fabaceas obtuvieron los siguientes
resultados: Asi, por ejemplo, Maldonado-Magana et al. (2011), en el estudio de la
capacidad de tolerancia y acumulacién de plantulas cultivadas in vitro de Acacia
farnesiana al plomo, y expuestas con tratamientos de 250 y 500 y 1000 mg L' de Pb?*.
Las plantulas de A. farnesiana tratadas con 1000 mg L' de Pb?*, acumularon valores

> 80% del Pb?*, y obtuvieron un alto valor del factor de bioconcentracién (> 8,5) y una
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baja translocacion (< 0,03). Los resultados indican la idoneidad de A. farnesiana para
fines de la fitoestabilizacion del plomo. Asimismo, Rodriguez (2016), en la evaluacion
del riesgo de acumulacion de metales pesados en Prosopis laevigata, observaron una
mayor acumulaciéon de metales en los tejidos de las raices que en los tallos, siendo el
plomo y el niquel los metales que presentaron el mayor valor de bioconcentracion en
los tallos (785 mg kg' de Pb y 734 mgkg™" de Ni). Por otro lado, el plomo mostro los
mayores valores de bioacumulacién (FB), FB=15,71, Por otro lado, el cadmio es el
metal con mayor capacidad de translocarse de la raiz a la parte aérea solamente

cuando el cadmio esta presente solo.
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Tabla 40. Factor de bioconcentracién de cadmio para Lupinus ballianus.

Medias n
Tratamientos de relave mina (%)
100 5.97 5 A
60 3.38 5 B
30 0.19 5 C
0 0.01 5 C
Diferencia minima significativa 1.5

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, a=0,05).

Tabla 41. Factor de transferencia de cadmio para Lupinus ballianus.

Medias n
Tratamientos de relave mina (%)
100 0.23 5 A
60 0.03 5 B
30 0.00023 5 B
0 0.02 5 B
Diferencia minima significativa 0.007

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, a=0,05).

Tabla 42. Factor de bioconcentracion de cadmio para Lupinus condensiflorus.

Tratamientos de relave mina (%) Medias n
100 2.22 5 A
60 0.62 5 B
30 0.06 5 C
0 1.30E-03 5 C
Diferencia minima significativa 0.1

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, a=0,05).
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Tabla 43. Factor de transferencia de cadmio para Lupinus condensiflorus.

Tratamientos de relave mina (%) Medias n
100 0.26 5 A
60 0.14 5 A
30 0.11 5 A
0 0.29 5 A
Diferencia minima significativa 0.39

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, 0=0,05).

Tabla 44. Factor de bioconcentracién de cadmio para Astragalus garbancillo.

Tratamientos de relave mina (%) Medias n
100 1.63 5 A
60 0.33 5 B
30 0.07 5 C
0 2.00E-03 5 C
Diferencia minima significativa 0.1

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, 0=0,05).

Tabla 45. Factor de transferencia de cadmio para Astragalus garbancillo.

Tratamientos de relave mina (%) Medias n
100 0.1 5 A
60 0.31 5 A
30 0.3 5 A
0 0.23 5 A
Diferencia minima significativa 0.31

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, a=0,05).
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Tabla 46. Factor de bioconcentracién de plomo para Lupinus ballianus.

Tratamientos de relave mina (%) Medias n
100 0.35 5 A
60 0.14 5 B
30 0.16 5 B
0 0.01 5 C
Diferencia minima significativa 0.08

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, 0=0,05).

Tabla 47. Factor de transferencia de plomo para Lupinus ballianus.

Tratamientos de relave mina (%) Medias n
100 0.16 5 A
60 0.12 5 A
30 0.16 5 A
0 1.8 5 A
Diferencia minima significativa 2.4

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, 0=0,05).

Tabla 48. Factor de bioconcentracién de plomo para Lupinus condensiflorus.

Tratamientos de relave mina (%) Medias n
100 0.24 5 A
60 0.11 5 B
30 0.08 5 B
0 0.02 5 C
Diferencia minima significativa 0.03

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, a=0,05).
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Tabla 49. Factor de transferencia de plomo para Lupinus condensiflorus.

Tratamientos de relave mina (%) Medias n
100 0.23 5 A
60 0.07 5 A
30 0.11 5 A
0 0.25 5 A
Diferencia minima significativa 0.23

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, a=0,05).

Tabla 50. Factor de bioconcentracion de plomo para Astragalus garbancillo.

Tratamientos de relave mina (%) Medias n
100 0.2 5 A
60 0.1 5 B
30 0.07 5 C
0 2.30E-03 5 D
Diferencia minima significativa 0.01

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, a=0,05).

Tabla 51. Factor de transferencia de plomo para Astragalus garbancillo.

Tratamientos de relave mina (%) Medias n
100 0.28 5 B
60 0.92 5 A
30 0.11 5 Cc
0 0.03 5 D
Diferencia minima significativa 0.12

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, 0=0,05).
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Tabla 52. Factor de bioconcentracién de zinc para Lupinus ballianus.

Tratamientos de relave mina (%)

Medias n
100 0.26 5 A
60 0.2 5 B
30 0.12 5 C
0 0.05 5 D
Diferencia minima significativa 0.06

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, a=0,05).

Tabla 53. Factor de transferencia de zinc para Lupinus ballianus.

Tratamientos de relave mina (%) Medias n
100 0.54 5 A
60 0.29 5 A
30 0.27 5 A
0 0.41 5 A
Diferencia minima significativa 0.3

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, a=0,05).

Tabla 54. Factor de bioconcentracion de zinc para Lupinus condensiflorus.

Tratamientos de relave mina (%) Medias n
100 0.24 5 A
60 0.11 5 B
30 0.08 5 B
0 0.02 5 C
Diferencia minima significativa 0.03

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, a=0,05).
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Tabla 55. Factor de transferencia de zinc para Lupinus condensiflorus.

Tratamientos de relave mina (%) Medias n
100 0.43 5 B
60 0.42 5 B
30 0.29 5 B
0 1.69 5 A
Diferencia minima significativa 0.3

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, 0=0,05).

Tabla 56. Factor de bioconcentracién de zinc para Astragalus garbancillo.

Tratamientos de relave mina (%) Medias n
100 0.14 5 A
60 0.17 5 A
30 0.08 5 B
0 0.02 5 C
Diferencia minima significativa 0.025

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, a=0,05).

Tabla 57. Factor de transferencia de zinc para Astragalus garbancillo.

Tratamientos de relave mina (%) Medias n
100 0.29 5 A B
60 0.25 5 B
30 0.32 5 A B
0 0.36 5 A
Diferencia minima significativa 0.01

Valores con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, 0=0,05).
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VI. CONCLUSIONES

. En las semillas de las tres especies tratadas con escarificacion mecanica de
ljado de la testa e inducidas en oscuridad, se observé una mayor germinacion,
obteniendo 18,2 semillas germinadas en Lupinus ballianus, 17,8 en L.
condensiflorus y 19,8 con Astragalus garbancillo, respectivamente. Asimismo,
la escarificacion de la testa de las semillas en las tres especies promovieron
una alta emergencia de plantulas en el sustrato, y la mayor emergencia de
plantulas fue obtenido en Astragalus garbancillo.

. El mayor contenido de humedad en semillas fue registrado en Astragalus
garbancillo.

La longitud de planta, el numero de hojas y la produccion de biomasa en las
tres especies disminuyo significativamente con el tratamiento de 100% de
relave de mina. En consecuencia, los mayores valores de crecimiento
vegetativo fueron obtenidos con el tratamiento de control negativo.

. Enlas tres especies se obtuvo una alta correlacion positiva entre los contenidos
de cadmio, plomo y zinc en el tejido de las raices y las concentraciones totales
de cadmio, plomo y zinc.

. En Lupinus ballianus, Lupinus condensiflorus y en Astragalus garbancillo los
mayores valores de acumulacién de cadmio total, plomo total, zinc total; y el
contenido de los tres metales en las raices, fueron obtenidos con el tratamiento
de 100% de relave de mina.

En las tres especies estudiadas los valores del factor de bioconcentracion y de
transferencia para plomo y zinc fueron menores a uno, pero el factor de
bioconcentracion de cadmio fue mayor a uno.

. Lupinus ballianus, Lupinus condensiflorus y Astragalus garbancillo son
fitoestabilizadores de cadmio, plomo y zinc.
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VI. RECOMENDACIONES

Realizar el analisis quimico de los sustratos utilizados (mezclas de suelo y de
relave de mina) en los experimentos luego de haber terminado el experimento,
y poder calcular cuanto de metales pesados quedaron en los sustratos en
referencia a los metales que fueron absorbidos y acumulados en los tejidos de
las las plantas de estas tres especies evaluadas, que por falta de presupuesto

no se pudo realizar estos analisis.

Llevar acabo ensayos pilotos de siembra de semillas escarificadas in situ y/o el
transplante de plantulas de especies de Lupinus y Astragalus en suelos
contaminados con metales pesados, y constatar la fitorremediacién in situ de

estas especies leguminosas de aquellos suelos contaminados con metales.
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IX. ANEXOS

9.1 Anexos de Tablas

Tabla 58. Prueba de validacién de la normalidad de varianza por Shapiro-Wilks para los residuos del
numero de semillas germinadas de Lupinus ballianus.

Media D.E,
0,00 154

W*
0,87

p(Unilateral D)
0,0305

Variable n
RDUO Semillas germinadas 20

Tabla 59. Prueba de validacién de la homogeneidad de varianza por Levene del nimero de semillas

germinadas de Lupinus ballianus.

Suma de Grados de Media Valor de
Factores de Variacion | cuadrados libertad cuadratica F probabilidad
Modelo 7,36 3 2,45 2,02 0,1513
Escarificacion 2,59 1 2,59 2,14 0,1632
Luz 1,57 1 1,57 1,29 0,2723
Escarificacion*Luz 3,2 1 3,2 2,64 0,1239
Error 19,41 16 1,21
Total 26,77 19

Tabla 60. Analisis de varianza del Numero de semillas germinadas de Lupinus ballianus.

Factores de Sumade | Grados de Media Valor de
Variacion cuadrados libertad cuadratica F probabilidad
Modelo 739,35 3 246,45 114,63 <0,0001
Escarificacion 638,45 1 638,45 296,95 <0,0001
Luz 92,45 1 92,45 43,00 <0,0001
Escarificacién*Luz | 8,45 1 8,45 3,93 0,0649
Error 34,40 16 2,15
Total 773,75 19
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Tabla 61. Prueba de validacién de la normalidad de varianza por Shapiro-Wilks para los residuos del

numero de semillas germinadas de Lupinus condensiflorus.

Variable

n

Media

D,E,

W*

p(Unilateral D)

RDUO Semillas germinadas 20

0.00

1.35

0,91

0,1967

Tabla 62. Prueba de validacion de la homogeneidad de la varianza por Levene del numero de semillas

germinadas de Lupinus condensiflorus.

Factores de Suma de | Grados de Media Valor de
Variacion cuadrados | libertad | cuadratica F probabilidad
Modelo 0,67 3 0,22 0,53 0,6708
Escarificacion 0,51 1 0,51 1,2 0,2892
Luz 0,13 1 0,13 0,3 0,5912
Escarificacion*Luz 0,03 1 0,03 0,08 0,7875
Error 6,82 16 0,43
Total 7,49 19

Tabla 63. Analisis de varianza del Numero de semillas germinadas de Lupinus condensiflorus.

Factores de Suma de Grados Media F Valor de
Variacion cuadrados de cuadratica probabilidad
libertad
Modelo 934,00 3 311,33 110,21 <0,0001
Escarificacion 897,80 1 897,80 317,81 <0,0001
Luz 20 1 20,00 7,08 0,0171
Escarificacion*Luz 16,20 1 16,20 5,73 0,0292
Error 45,20 16 2,83
Total 979,20 19

Tabla 64. Prueba de validacién de normalidad de varianza por Shapiro-Wilks para los residuos del

numero de semillas germinadas de Astragalus garbancillo.

Variable

n

Media

D.E,

W*

p(Unilateral D)

RDUO Semillas germinadas 20

0,00

0,88

0,94

0,5428
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Tabla 65. Prueba de validacién de homogeneidad de varianza por Levene del numero de semillas
germinadas de Astragalus garbancillo.

Factores de Suma de | Grados de Media Valor de
Variacion cuadrados libertad cuadratica F probabilidad
Modelo 0,93 3 0,31 1,07 0,3895
Escarificacién 0,29 1 0,29 1 0,333
Luz 0,13 1 0,13 0,44 0,5152
Escarificacion*Luz 0,51 1 0,51 1,77 0,2018
Error 4,62 16 0,29
Total 5,55 19

Tabla 66. Analisis de varianza de Numero de semillas germinadas de Astragalus garbancillo.

Factores de Suma de | Grados de Media Valor de
Variacion cuadrados libertad cuadratica F probabilidad
Modelo 758,95 3 252,98 273,5 <0,0001
Escarificacion 756,45 1 756,45 817,78 <0,0001
Luz 2,45 1 2,45 2,65 0,1232
Escarificacion*Luz 0,05 1 0,05 0,05 0,8191
Error 14,8 16 0,93
Total 773,75 19

Tabla 67. Prueba de validacién de la normalidad de varianza por Shapiro-Wilks para los residuos del
numero de plantulas emergidas de Lupinus ballianus.

Variable n_Media D.,E, w* p(Unilateral D)
Residuo del Numero plantulas emergidas 12 0,00 2,61 0,91 0,3870

Tabla 68. Prueba de validacién de homogeneidad de varianza por Levene del Numero de plantulas
emergidas de Lupinus ballianus.

Factores de Suma de | Grados de Media Valor de
Variacion cuadrados | libertad | cuadratica F probabilidad
Modelo 13,37 1 13,37 4,41 0,0621
Escarificacion 13,37 1 13,37 4,41 0,0621
Error 30,31 10 3,03
Total 43,69 11
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Tabla 69. Analisis de varianza del Numero de plantulas emergidas de Lupinus ballianus.

Factores de Suma de | Grados de Media Valor de
Variacion cuadrados libertad cuadratica F probabilidad
Modelo 374,08 1 374,08 49,99 <0,0001
Escarificacion 374,08 1 374,08 49,99 <0,0001
Error 74,83 10 7,48
Total 448,92 11

Tabla 70. Prueba de validacién de la normalidad de varianza por Shapiro-Wilks para los residuos del
Numero de plantulas emergidas de Lupinus condensiflorus.

Variable n Media D.E, W* p(Unilateral D)
RDUO Plantulas emergidas 12 0,00 1,56 0,86 0,0773

Tabla 71. Prueba de validacion de homogeneidad de varianza por Levene del numero de plantulas
emergidas de Lupinus condensiflorus.

Factores de Suma de | Grados de Media Valor de
Variacion cuadrados libertad cuadratica F probabilidad
Modelo 0,04 1 0,04 0,05 0,8252
Escarificacién 0,04 1 0,04 0,05 0,8252
Error 7,2 10 0,72
Total 7,24 11

Tabla 72. Analisis de varianza del Numero de plantulas emergidas de Lupinus condensiflorus.

Factores de Suma de | Grados de Media Valor de
Variacion cuadrados | libertad | cuadratica F probabilidad
Modelo 602,08 1 602,08 224,38 <0,0001
Escarificacion 602,08 1 2,68 228,38 <0,0001
Error 26,83 10
Total 628,92 11
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Tabla 73. Prueba de validacién de la normalidad de varianza por Shapiro-Wilks para los residuos del
Numero de plantulas emergidas de Astragalus garbancillo.

Variable n Media D,E, W* p(Unilateral D)
Residuo de numero plantulas emergidas 11 0,00 0,50 0,79 0,0100

Tabla 74. Prueba de validacién de homogeneidad de varianza por Levene del Numero de plantulas
emergidas de Astragalus garbancillo.

Factores Suma de | Grados de Media Valor de
de Variacion cuadrados libertad cuadratica F probabilidad
Modelo 0,0034 1 0,0034 0,16 0,7001
Escarificacion 0,0034 1 0,0034 0,16 0,7001

Error 0,2 9 0,02
Total 0,2 10
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Tabla 75. Analisis de varianza del Numero de plantulas emergidas de Astragalus garbancillo.

Factores de Suma de | Grados de Media Valor de
Variacion cuadrados libertad cuadratica F probabilidad
Modelo, 763,65 1 763,65 2712,96 <0,0001
Escarificacion 763,65 1 763,65 2712,96 <0,0001
Error 2,53 9 0,28
Total 766,18 10

Tabla 76. Analisis de varianza del Longitud de planta de Lupinus ballianus, L. condensiflorus y

Astragalus garbancillo.

Factores de Variacién Suma de Grados de Media F Valor de
cuadrados libertad cuadratica probabilidad
Modelo 21611,58 11 1964,69 73,73 <0,0001
Tratamientos (%) 12709,72 3 4236,57 158,99 <0,0001
Especies 6164,89 2 3082,44 115,68 <0,0001
) o\
Tratamientos (%) 2736,98 6 456,16 | 17,12 |  <0,0001
especies
Error 1279,05 48 26,65
Total 22890,63 59

Tabla 77. Analisis de varianza del Numero de hojas de Lupinus ballianus, L. condensiflorus y

Astragalus garbancillo.

Factores de Variacion Suma de Grados de Media F Valor de
cuadrados libertad cuadratica probabilidad
Modelo 3561389,38 11 323762,67 456,82 <0,0001
Tratamientos (%) 997270,85 3 332423,62 469,04 <0,0001
Especies 1616938,63 2 808469,32 1140,72 <0,0001
Tratamientos (%) * 947179,9 6 157863,32 | 222,74 <0,0001
Especies
Error 34019,2 48 708,73
Total 3595408,58 59
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Tabla 78. Analisis de varianza de Biomasa total de Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus
garbancillo.

Factores de Variacion Suma de Grados de Media F Valor de
cuadrados libertad cuadratica probabilidad
Modelo 13955,24 11 1268,66 223,83 <0,0001
Tratamientos (%) 5257,73 3 1752,58 309,21 <0,0001
Especies 6955,58 2 3477,79 613,6 <0,0001
Tratamientos 1741,93 6 290,32 51,22 <0,0001
(%)*Especies
Error 272,06 48 5,67
Total 14227,3 59

Tabla 79. Andlisis de varianza de regresion lineal simple de cadmio total y la variable regresora
cadmio de raices en Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus garbancillo.

Factores de Suma de Grados de Media F Valor de
Variacion cuadrados libertad cuadratica probabilidad
Modelo 647094,18 1 647094,18 | 5583,39 <0,0001
Cadmio raices 647094,18 1 647094,18 | 5583,39 <0,0001
Error 6721,99 58 115,9
Total 653816,17 59

Tabla 80. Analisis de varianza de regresion lineal simple de cadmio total y la variable regresora
cadmio hojas-tallos en Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus garbancillo.

Factores de Suma de Grados de Media F Valor de
Variacion cuadrados libertad cuadratica probabilidad
Modelo 513678,04 1 51367,04 212,6 <0,0001
Cadmio hojas-tallos 513678,04 1 513678,04 212,6 <0,0001
Error 140138,13 58 2416,17
Total 653816,17 59
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Tabla 81. Analisis de varianza de regresion lineal simple de plomo total y la variable regresora plomo

de raices en Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus garbancillo.

Factores de Suma de Grados de Media F Valor de
Variaciéon cuadrados libertad cuadratica probabilidad
Modelo 6650618,32 1 6650618,32 | 1267.,4 <0,0001
Plomo raices 6650618,32 1 665061832 | 1267,4 <0,0001
Error 304353,01 58 5247.47
Total 6954971,34 59

Tabla 82. Analisis de varianza de regresion lineal simple de plomo total y la variable regresora plomo
de hojas y tallos en Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus garbancillo.

Factores de Suma de Grados de Media F Valor de
Variaciéon cuadrados libertad cuadratica probabilidad
Modelo 2974396,32 1 2974396,32 43,34 <0,0001
Plomo hojas-Tallos | 2974396,32 1 2974396,32 43,34 <0,0001
Error 3980575,01 58 68630,6
Total 6954971,34 59

Tabla 83. Analisis de varianza de regresion lineal simple de zinc total y la variable regresora zinc de

raices en Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus garbancillo.

Factt.)re.s’ de Suma de Gl:ados de Med’ia} F Valor. c.ie
Variaciéon cuadrados libertad cuadratica probabilidad
Modelo 11404719,02 1 11404719,02 | 1097,65 <0,0001
Zinc raices 11404719,02 1 11404719,02 | 1097,65 <0,0001
Error 602626,64 58 10390,11
Total 12007345,66 59
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Tabla 84. Andlisis de varianza de regresion lineal simple de zinc total y la variable regresora zinc de
hojas y tallos en Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus garbancillo.

Factores de Suma de Grados de Media F Valor de
Variaciéon cuadrados libertad cuadratica probabilidad
Modelo 9902588,44 1 9902588,44 | 272,88 <0,0001
Zinc hojas-Tallos 9902588,44 1 9902588,44 | 272,88 <0,0001
Error 2104757,21 58 36288,92
Total 12007345,66 59
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9.2 Anexos de Figuras

11+ N=60r=0.987 (RDUO Longitud de planta)

Cuantiles observados(RDUO Longitud planta)
<

-10.77 -5.33 0.12 5.56 11.00
Cuantiles de una Normal(5.6843E-015,21.679)

Figura 24. Validacion graficamente de la normalidad de varianza por Shapiro-Wilks para los residuos
de longitud de planta de Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus garbancillo.
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Figura 25. Validacion graficamente de la homogeneidad de varianza por Shapiro-Wilks para los
residuos de longitud de planta de Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus garbancillo.
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n=60 r=0.962 (RDUO No. hojas
66- ( jas) 3

Cuantiles observados(RDUO No. hojas)

-87-r T T
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Cuantiles de una Normal(-4.0027E-014,576.6)

Figura 26. Validacion graficamente de la normalidad de varianza por Shapiro-Wilks para los residuos
del Numero de hojas de Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus garbancillo.
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Figura 27. Validacion graficamente de la homogeneidad de varianza por Shapiro-Wilks para los
residuos del Numero de hojas de Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus garbancillo.
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n=60 r=0.951 (RDUO Biomasa Total)
o

Cuantiles observados(RDUO Biomasa Total)
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Cuantiles de una Normal(1.954E-015,4.6111)

Figura 28. Validacion graficamente de la normalidad de varianza por Shapiro-Wilks para los residuos
de Biomasa total de Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus garbancillo.
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Figura 29. Validacion graficamente de la homogeneidad de varianza por Shapiro-Wilks para los
residuos de la Biomasa total de Lupinus ballianus, L. condensiflorus y Astragalus garbancillo.
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