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RESUMEN

El Perl es un pais productor de cacao por excelencia y actualmente afronta un
grave problema, la presencia de cadmio en suelos que lleva a su acumulacion en
las semillas de cacao. Este trabajo tiene como objetivo determinar el potencial
biorremediador de 3 cepas de Streptomyces: las cepas AB5 y X de Streptomyces
variabilis y la cepa C2 de Streptomyces sp. , en plantas de cacao (Theobroma
cacao L.) utilizando dos concentraciones de cadmio: 100 y 200 ppm. Se
analizaron estas variables: longitud de la planta y namero de hojas a los 26 dias,
1 mesy 2 semanas, 2 y 3 meses. Ademas se midio a los 3 meses el tamafio de la
raiz, el grosor del tallo, tamafio de la hoja y se estimé el estado nutricional de la
planta a través del color de las hojas. Por ultimo, se cuantificé el cadmio
absorbido por la planta de cacao y se determiné la efectividad de las cepas en
impedir la absorcion de cadmio. Un ensayo preliminar con plantulas de lechuga
(Lactuca sativa) determin6 que las cepas de Streptomyces debian lavarse antes de
ser inoculadas para evitar la influencia del medio de cultivo de las bacterias en el
crecimiento de las plantas. Los ensayos con plantas de cacao mostraron que bajo
el modelo experimental utilizado la exposicion al cadmio disminuye la longitud
de la planta y de la raiz, y que la cepa C2 posee un potencial biorremediador, al
reducir la absorcion de cadmio en un 76.47% en el tratamiento con 100 ppm
(p=0.046) y en un 31.51% con concentraciones de 200 ppm (p=0.0059). Las

cepas X y AB5 no demostraron tener potencial biorremediador.

Palabras clave: cacao, hiorremediacion, cadmio, actinomicetos



ABSTRACT

Peru is a cacao producer country by excellence and is facing a major problem
now a day, the presence of cadmium in the soil that carries its accumulation in the
fruit. The main goal in this project is to determine the potential biorremediatory
activity of 3 Streptomycetes strains : the AB5 and X strains from Streptomyces
variabilis (AB5 y X) and the C2 strain from Streptomyces sp.in Thebroma Cacao
L. (cacao) plants using two cadmium concentrations: 100 and 200 ppm. Variables
analyzed: plant’s length and number of leafs in 26 days, 1 month and 2 weeks, 2
and 3 months. Also at 3 months the root size, weight and stem width were
measured and nutritional state of the plant through leaf color was measured too.
By last cadmium absorbed by the cacao plant was quantified and effectiveness of
the strains to impede cadmium absorption was determined. A preliminary exam
with lettuce plants (Lactuca sativa) determined that the Streptomyces strain must
be washed before being inoculated to avoid the influence of the culture medium
of the bacteria in the growth of cacao plants. The essays carried out with cacao
plants showed that with the used experimental model the cadmium exposure
decreases the length of the plant and the root and that the C2 strain was the one
with potential bioremediatory activity, it reduced the cadmium absorption in
76.47% with the Cd 100 ppm treatment (p=0.046) and it reduced the absorption in
31.51%with the Cd 200 ppm treatment (p=0.0059). The X and ABS5 strains didn’t

show any potential bioremediatory activity.

Key  words: cacao, bioremediation, cadmium, actinomycetes.



I. INTRODUCCION

Theobroma cacao L. (cacao) (Theobroma: del griego “alimento de los dioses™) es
una especie vegetal descrita por Linneo en 1758. Su origen es amazénico, pero
fue cultivada en América central por los Mayas. El nombre “cacao” deriva del
Nahuatl “kakahua-tl”, una macrolengua mexicana muy antigua. En la antigliedad
el cacao era utilizado en bebidas, comidas , en unglientos y medicinas; ademas, se
utilizaba en rituales religiosos y tenia un gran valor econémico (1).

El cacao es una especie de la familia Malvaceae, subfamilia Sterculioideae, y su
arbol semicaducifolio llega a los 12 metros de altura (2). Crece principalmente en
el bosque tropical himedo, requiriendo temperaturas altas que van desde los 20°C
a los 30°C, alta humedad y protecciéon de la luz solar directa para un Optimo
crecimiento. No tolera periodos cortos de sequia ya que serian totalmente
perjudiciales para la planta (3,4). El cacao puede crecer en cualquier tipo de suelo,
pero de preferencia en suelos entre arcillosos y arenosos que le permitan a la
planta almacenar agua. El cacao crece a un pH que puede variar entre 5y 7.5; sin
embargo, pueden sobrevivir en suelos mas &cidos si estos son ricos en nutrientes
(2). La planta produce sus frutos y flores directamente del tronco y la cantidad de
semillas en el fruto depende de la variedad, pero puede alcanzar hasta 40 semillas
por fruto. Los principales subproductos del cacao son el licor de cacao, la manteca
de cacao, el cacao en polvo y el chocolate. El tejido utilizado para la produccién

de chocolate es el cotiledon, en donde se acumulan antocianinas (como



leucoantocianinas L1, L2, L3y L4), grasas, alcaloides (como teobromina , cafeina

y teofilina ) y proteinas (como albuminas y globulinas)(5,6).

Existen 3 cultivares diferentes de cacao en el mundo: Criollo, Forastero y
Trinitario. Para esta tesis se empled el cultivar Forastero, que se caracteriza por
poseer un fruto verde, mucilago grueso y semillas redondeadas. Este cultivar
comprende el 80% de la produccion mundial y es de alto interés comercial (2).

En nuestro pais el cacao se cultiva en 12 0374 hectareas distribuidas en varias
regiones como Cusco , Piura , San Martin, entre otras (7). Segun el MINAG el
44% del cacao cultivado en nuestro pais pertenece al cultivar Criollo y el 56% al
cultivar Forastero que incluye el hibrido CCN-51(8). El cacao que se extrae no es
solo para consumo interno, sino que también se exporta a los principales paises de
Europa y América, consumidores de este producto. Por ello es obligatorio cumplir
con las mas altas exigencias de calidad. Segun la OMS y la FAO, el nivel maximo
de cadmio permitido en un chocolate con un contenido de materia seca total de
cacao <50% es de 0.6 ppm, y en un chocolate con un contenido >50% es de 2
ppm (9). Sin embargo, el mas grave problema que afronta la exportacién de
semillas de cacao a Europa es la nueva regulacion de la cantidad maxima de
cadmio permitida, que tendra vigencia a partir de enero del 2019. Segun el
Reglamento de la Comisién de la comunidad europea N° 188/2006, los niveles
méaximos permitidos para chocolates con un contenido de cacao >50% seran de
0.8 ppm; para chocolates con un contenido del 30-50% seran de 0.3 mg/kg; y

para chocolates con leche con un contenido <30% seran de 0.1 ppm (10).



El cadmio es considerado un metal pesado debido a su alta densidad. Se encuentra
acumulado de manera natural y por actividades antropogénicas en la corteza
terrestre (11,12). Se sabe que una forma de contaminar el suelo con cadmio es
utilizando lodo que se forma de las aguas residuales y empleandolo como
fertilizante (13). Otras formas de contaminacion ocurren por via aérea (cadmio en
el aire que cae al suelo), por fertilizadores y pesticidas que contienen cadmio y
por riego con aguas contaminadas. Ademas, los residuos contaminados de
mineras, industrias y metalurgicas que son desechados en los suelos son también
una fuente de contaminacion (14). Existen 2 formas por las cuales se puede medir
el cadmio: primero, como cadmio total, el cual es el recuento del cadmio en una
muestra sin tomar en cuenta el estado en que se encuentra; segundo, como cadmio

soluble, que es aquel que puede ser disuelto en agua o en cualquier otro solvente.

La bioacumulacién se define como la toma, almacenamiento y acumulacion
gradual de sustancias como metales pesados en un organismo en un tiempo
determinado. Esta acumulacion se da cuando el organismo es incapaz de excretar
0 metabolizar esta sustancia a una velocidad mayor que aquella a la que es
absorbida. Si la sustancia es toxica y su vida media bioldgica es prolongada,
puede producir dafios severos en el organismo sin necesidad de que se encuentre

niveles elevados de esta en el medio ambiente.



En el ser humano, el cadmio se absorbe a nivel gastrointestinal, pulmonar y

dérmico; cuando llega a la sangre, es transportado por proteinas como la

albimina. EIl primer 6rgano que se ve afectado luego de que el cadmio llega a la

sangre es el higado. Se le atribuye al cadmio la generacion de problemas en el

aparato respiratorio, en los rifiones, en el aparato reproductivo y en el sistema

esquelético (Fig.1)(15).

Aparato respiratorio

Neumonitis, destruccién de las

membranas mucosas

N

Rifdn

Proteinuria, calculos renales,

dafo tubular y glomerular

Cadmio

/

/ N\

Aparato reproductor

Necrosis testicular, efectos similares
a los estrégenos, dafio en la sintesis

de hormonas esteroideas

Sistema esquelético

Perdida de densidad 6sea,
mineralizacion, enfermedad

Itai-itai

Figura 1. Efectos del cadmio en diferentes drganos. Traducido de Godt et al.

(15)




La enfermedad de Itai-Itai se produce por ingerir alimentos contaminados con
cadmio por un periodo prolongado de tiempo y se ha descrito en Toyama, Japén,
como consecuencia del consumo de arroz con alto contenido de cadmio. Las
personas que sufren esta enfermedad presentan lesiones en los huesos en forma de
osteoporosis y osteomalacia, asi como dafio renal con una disfuncion tubular y
glomerular. Con el tiempo el paciente se ve impedido de caminar y sufre fracturas
con mucha facilidad debido a una fragilidad Osea. El estudio determino que la
enfermedad se manifestaba de forma leve cuando la cantidad de cadmio
consumida a lo largo de la vida de estos pacientes habia sido de 3.1 g, y de forma

severa cuando fue de 3.8 g (16).

En el caso de las plantas, estas pueden absorber y acumular metales pesados que
se encuentran biodisponibles en el suelo. Por ejemplo, los iones de cadmio
pueden ser absorbidos directamente por la planta. Los mecanismos mas utilizados
para tomar metales pesados son los siguientes: intercambio i6nico que se da entre
los cationes intercambiables en el substrato y las raices, reacciones redox que
permiten solubilizar los metales pesados para luego tomarlos, y precipitacion-
disolucion que depende de la solubilidad del elemento en relacion a las reacciones
quimicas en el suelo. Existen factores que afectan la solubilidad de algunos
elementos en el suelo como el pH, el contenido de materia organica, la

temperatura, la humedad, la presencia de minerales y el potencial redox (17-20).



Segun lo mencionado anteriormente, se sabe que las plantas pueden facilmente
absorber el cadmio y otros metales pesados, lo que genera un riesgo para la salud
cuando estas son destinadas al consumo humano (11). Los niveles permitidos en
hojas son de 0.05-0.5 ppm, y en almendras de 0.5 ppm, segun el comité de la

FAO-OMS (21).

En un estudio realizado por Chavez en el 2015, se colect6 frutos de cacao de 19
plantaciones en Ecuador que tenian 4 meses de maduracion. Se determind que
almendras de 12 de las 19 plantaciones presentaban concentraciones de cadmio
mayores que 0.6 ppm (22). En el Perq, las plantas de cacao de algunas zonas de
Tingo Maria han presentado niveles promedio de cadmio mayores que los
permitidos en hojas (2.84 ppm) y almendras (1.55 ppm)(23). Por otra parte, en un
estudio realizado por Crozier (24) se tomd 10 muestras de suelo de 10 sembrios
diferentes en las principales zonas de produccion de cacao: Piura, Tumbes,
Cajamarca, San Martin, Huanuco, Ayacucho y Cusco. Se observo que las
concentraciones mas altas de cadmio se dieron en la zona norte y centro con 0.8 y
0.7 ppm, respectivamente, y que el cadmio total era mayor en las capas
superficiales del suelo. Adicionalmente, se tomaron muestras de frutos de cacao
(Fig.2). Las mas altas concentraciones provienen de las almendras de la zona
norte y centro del Perd, con 0.7 y 0.65 ppm, respectivamente. De los resultados
presentados se desprende que existe una equivalencia entre las concentraciones de
cadmio en suelo y en la planta ya que suelen ser similares. Se demostré también

que no existen diferencias entre las almendras frescas, y las fermentadas y luego



secadas al sol. Tampoco hubo diferencias entre las almendras con mucilago y sin
este. En otro estudio realizado en varias zonas de importancia cacaotera en el
Per(, se determind que, en la zona de Morropén en Piura, existen niveles de
cadmio en suelo mayores que los permitidos por la Agencia del Medio Ambiente
de los Estados Unidos en plantaciones que tienen de 10 a 15 afios de edad; se
encontro niveles de 0.53+0.02 ppm cuando lo permitido es de 0.43 ppm (25). Por
ualtimo, en las regiones Huanuco y Ucayali se reportaron valores promedio de
cadmio de 0.53 y 0.21 ppm en suelos y hojas de cacao, respectivamente. Este

estudio se llevo a cabo en plantaciones de 7 afios de edad (26).

Concentrations ranged from 0.03-2.51 mg/kg
52 samples <0.6 mg/kg (63%)
30 samples >0.6 mg/kg (37%)

Frequency (direct count)

0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
Cd mg/kg

Figura 2. Concentraciones de cadmio en almendras de cacao. Tomado de Crozier

(24).

Con respecto a los efectos del cadmio en la morfologia de las plantas de cacao, se

ha encontrado deformaciones en los cloroplastos, condensacion de la cromatina



nuclear y reduccion del grosor del meséfilo en la hoja a concentraciones de 8 y 32
ppm. Se encontraron también cambios en la absorcion de nutrientes. Por ejemplo,
se observé una diferencia en el contenido de Fe en las raices en funcion al
aumento de cadmio y a la constitucion genética de las plantas. La progenie del
cruce de variedades CCN-10 x SCA-6 disminuyo el contenido de Fe en un 90%,
mientras que la progenie del cruce Catongo x Catongo disminuyo el contenido en
un 78% (27).

En otras especies de importancia agricola, el cadmio también puede acumularse y
alterar el metabolismo y crecimiento de las plantas. En el maiz, por ejemplo, el
cadmio se acumula en gran cantidad en las semillas (25 ppm). Ademas, hay un
aumento de la actividad antioxidante en respuesta a la elevacion de los niveles de
especies reactivas de oxigeno (ROS), la que se produce debido al estrés
provocado por el cadmio en el suelo (28). En plantas de lechuga, la tasa de
asimilacién de CO, neta se ve limitada cuando estas son expuestas a altas
concentraciones de nitrato de cadmio (10 y 50 uM). De hecho se observd una
reduccion del 76% en el peso seco de las plantas con el tratamiento de cadmio 50
UM (29). Asimismo, se ha reportado una gran toxicidad del cadmio en otras
plantas como Arachis hypogaea L. (mani) y Solanum lycopersicum (tomate)

(30,31).

La biorremediacion es una técnica que utiliza organismos para neutralizar o
disminuir el efecto negativo de sustancias contaminantes en el medio. Esta técnica

se puede realizar in situ, utilizando un proceso denominado bioaumentacion, que



consiste en afiadir microorganismos para acelerar procesos de degradacion de
contaminantes. Se puede afiadir microorganismos de una sola especie o0 varias. En
la biorremediacién se utilizan principalmente plantas, microorganismos y hongos.
Cuando se utilizan microorganismos hay algunos factores que pueden alterar el
desempefio de estos, como el tipo de suelo, el pH, la temperatura, los nutrientes,
el oxigeno y la disponibilidad de los contaminantes para los microorganismos.
Entre las ventajas de la biorremediacion destaca el hecho de que se realiza de
manera natural y no involucra el uso de otras sustancias toxicas o de quimicos
perjudiciales, abarca una gran cantidad de contaminantes a los que convierte en
sustancias inofensivas para la salud, y es econémica, por lo que resulta una

técnica comdnmente aceptada (32).

Se han realizado estudios para neutralizar la contaminacion de cadmio en suelos y
evitar su absorcion por las plantas de cacao utilizando vermicompost. El
experimento se realizé en Ecuador tomando muestras de suelo de parcelas a las
que se afladi6 cadmio a una concentracion de 5 ppm y que se incubaron con
vermicompost por 28 dias. A los 14 dias el tratamiento logrd reducir el cadmio
soluble e intercambiable en un 92% (22). Existen otros estudios en los que
también se ha utilizado microorganismos, especificamente de la especie
Rhizophagus irregularis, como posibles remediadores. Estos microorganismos
disminuyeron de 2 a 3 veces la eficiencia de fitoextraccién (habilidad de la raiz
para transportar cadmio a la parte aérea) en las plantas de cacao luego de 4 meses

de crecimiento en suelos con concentraciones de cadmio de 12 y 24 ppm (33).



Los estreptomicetos (antiguamente denominados actinomicetos)(34—36)
pertenecen al phylum  Actinobacteria, clase Actinobacteria, orden
Streptomycetales (37-39). Son bacterias gran positivas aerébicas que crecen en
forma de hifas filamentosas que producen esporas para una reproduccion asexual.
Los metabolitos secundarios que producen son utilizados como antibidticos y
drogas para tratar varias enfermedades. Estos metabolitos se producen cuando los
actinomicetos forman el micelio aéreo que se esparce por toda la superficie del
sustrato (34,40). Los estreptomicetos crecen a temperaturas entre 25°C y 30°C en
la incubadora y tardan de 7 a 14 dias en producir colonias visibles. Las colonias
pueden ser luego repicadas en otro medio ya que han producido las suficientes
esporas para reproducirse satisfactoriamente (41). Estas bacterias son también
utilizadas para producir enzimas debido a su bajo costo, gran rendimiento y su
facilidad para ser manipuladas genéticamente. Las enzimas se utilizan en biologia
molecular, terapias médicas, procesamiento de comida e industrias farmacéuticas
y textiles (42). En estudios recientes se ha visto la capacidad de algunos
estreptomicetos de producir melanina a 30°C que puede ser luego utilizada como
un antimicrobiano contra microorganismos especificos (43). Ademas, se ha visto
que algunos estreptomicetos aislados de ambientes temperados y tropicales
alrededor del mundo pueden producir ramoplanina, un potente antibiético contra

patdgenos multi-drogo resistentes (44).
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Las bacterias del género Streptomyces, pertenecientes a la familia
Streptomycetaceae, se encuentran en su mayoria en el suelo. Presentan
caracteristicas idoneas que le permiten crecer en este ambiente, entre otras la
produccion de metabolitos secundarios y el crecimiento en forma de hifas (41).
Estas bacterias son capaces de introducirse y adherirse a restos organicos
insolubles de plantas, hongos y otros microorganismos para luego aprovechar sus

nutrientes haciendo uso de exoenzimas hidroliticas (46).

Para hacerle frente al estrés que ocasionan los metales pesados en el ambiente,
Streptomyces ha desarrollado mecanismos como la excrecion de moléculas
quelantes 0 la unidon de estos metales a la pared extracelular, entre otros
(45,47,48). En el caso del cadmio, se sabe que algunas cepas de Streptomyces son
capaces de absorberlo o adsorberlo (49). Por estas cualidades se propone el uso de
estos microorganismos como una alternativa econdmica y de facil aplicacion
contra la contaminacion de los cultivos de cacao por metales pesados. Si bien al
hacer uso de estos microorganismos podrian no verse alterados los géneros
naturalmente encontrados en el suelo, ya que se sabe que al menos el 20% de la
poblacion bacteriana del suelo esta compuesta por Streptomyces (45), no puede
descartarse del todo la posible competencia de estas cepas introducidas con los

microorganismos nativos del suelo.

En un trabajo previo de nuestro grupo de investigacion, se emplearon las cepas

AB5 y X de Streptomyces variabilis (48, 49), y C2 de Streptomyces sp. (52). Se
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midio6 la capacidad biofertilizante de estas cepas en plantas de lechuga (Lactuca
sativa) expuestas a diferentes concentraciones de metales pesados, y en particular
a cadmio. La cepa C2 permitio obtener un promedio de 4.5+0.01 cm de longitud
en las raices, la cepa X un promedio de 3.93+0.03 cm y la AB5 3.84+0.02 cm

(53).

Debido a las exigencias crecientes del mercado internacional del cacao en materia
sanitaria, y en particular en las referidas a los limites maximos tolerables de
cadmio, se hace necesaria una solucién a la contaminacion de suelos por este
metal pesado para evitar el cierre del mercado a los productos a base de cacao y
que se afecte el futuro de los agricultores y las empresas peruanas que lo cultivan

y producen.

En tal sentido, el presente estudio piloto explora soluciones potenciales al
problema de la acumulacién del cadmio en el cacao por contaminacion de las
areas cultivadas empleando las mismas cepas del género Streptomyces, las que
han demostrado tener actividad quelante de metales pesados (53) y un modelo
experimental de corto plazo. El estudio busca sentar las bases para
investigaciones posteriores que deberan realizarse in situ para medir la efectividad

de las cepas en campo.
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1.  OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Explorar el potencial biorremediador de 3 cepas de estreptomicetos contra la

acumulacion de cadmio por plantas de Theobroma cacao L.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Definir una metodologia de preparacion del indculo bacteriano en
experimentos preliminares con plantas de Lactuca sativa.

e Determinar el efecto del cadmio en la biométrica de las plantas de
Theobroma cacao L. bajo las condiciones experimentales aplicadas.

e Cuantificar el efecto de las cepas estudiadas en la absorcion de cadmio por
la planta de Theobroma cacao L. bajo las condiciones experimentales

aplicadas.
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I1l.  MATERIALES Y METODOS

4.1.MATERIAL BIOLOGICO

Se realizo el cultivo de 3 cepas diferentes de estreptomicetos: AB5, X y C2.
Todas las cepas fueron aisladas en trabajos previos [C2 (52); AB5 (50); X (51)] y
fueron proporcionadas por el Laboratorio de Biotecnologia Ambiental de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia. Las cepas se inocularon en tubos Falcon
con 4 mL de caldo tripteina soya (TSB) 1/10 y se incubaron en una estufa a 28°C

por 7 dias hasta que se observé esporulacion.

4.2. CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LAS CEPAS

4.2.1. CARACTERIZACION MACROSCOPICA

La siembra de las 3 cepas de estreptomicetos se realizd por el método de
agotamiento en placas con medio Agar Glicerol Extracto de Levadura (X
GAL) (54) en una estufa a 28°C por 7 dias. Luego las placas se observaron al
estereoscopio para reconocer las estructuras macroscépicas caracteristicas de
cada cepa Yy verificar las observaciones con el Manual de Determinacion

Bacterioldgica de Bergey (35).
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4.2.2. CARACTERIZACION MICROSCOPICA

Se utilizd la tincién Gram para determinar si las cepas en estudio eran Gram
positivas 0 negativas. Se observO la coloracion Gram vy las estructuras
microscopicas caracteristicas de cada cepa mediante un microscopio oOptico.
Los resultados fueron comparados con el Manual de Determinacién

Bacterioldgica de Bergey (35).

4.3. CARACTERIZACION BIOQUIMICA

Se realizaron las siguientes pruebas bioguimicas para evaluar las caracteristicas

metabolicas de las cepas en estudio.

e Rojo de metilo: Permite determinar la presencia de &cidos producidos por
la fermentacion de carbohidratos. Cambia al color amarillo de encontrarse
elementos basicos.

e Voges — Proskauer: Permite detectar la presencia de acetoina. Para esto se
afade alfa-naftol e hidroxido de potasio al caldo bacteriano. Color rojo
indica un resultado positivo.

e Agar hierro triple aztcar (TSI): Esta prueba permite diferenciar bacterias
que fermentan glucosa, lactosa o sacarosa, 0 que producen &cido
sulfhidrico y gas. Si fermentan glucosa, el medio se volvera amarillo en el

fondo; si fermenta sacarosa o lactosa, el medio se volvera amarillo en la
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superficie; si produce &cido sulfhidrico el tubo se tornara negro; y si
produce gas, habra un desplazamiento del agar.

Sulfuro, indol, motilidad (SIM): En esta prueba se verifica la produccién
de indol con el reactivo de Kovacs, que vuelve negro el medio. Se verifica
la movilidad produciendo turbidez fuera de la linea de siembra. La
produccion de sulfuro se verifica con el ennegrecimiento del medio.

Urea: Sirve para verificar la actividad ureasica. Un resultado positivo se
evidencia con un color rojo-amarillo.

Citrato: Se mide la capacidad de utilizar citrato como Unica fuente de
carbono y energia. Un resultado positivo se evidencia con un color azul.
Lisina  hierro agar (Lia): Se mide la capacidad de
descarboxilar/desaminizar la lisina y producir &cido sulfhidrico. Se
considera un resultado positivo el color morado en el tubo.

Agar almidon: Se mide la capacidad de las bacterias para hidrolizar
almidon para su asimilacion. Se agrega una solucion de lugol a la placa, y
si se observa un halo alrededor de las colonias se considera un resultado
positivo.

Catalasa: Se determina la presencia de catalasa que descompone el
peréxido de hidrogeno utilizado en la prueba. Se evidencia un resultado

positivo con la formacion de burbujas.
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4.4. ESTANDARIZACION DE LA METODOLOGIA UTILIZANDO UNA

PLANTA INDICADORA (Lactuca sativa)

4.4.1. PROCESO DE ESTERILIZACION DE LAS SEMILLAS

Se utilizd semillas de Lactuca sativa (lechuga) marca Hortus previamente
desinfectadas, primero en alcohol al 96% por 5 minutos, seguido de lejia
comercial por 5 minutos y 3 enjuagues con agua destilada estéril por 5

minutos cada uno (55,56).

4.4.2. TRATAMIENTO DE PLANTAS INDICADORAS

Se colocaron 10 semillas en una placa estéril con un papel filtro en su interior
(53,57). Después de colocar las semillas, se agrego al papel filtro 8 mL de una
solucion de incubacion con distintas composiciones (ANEXO II, Fig. 11).
Debido a que el TSB es un medio rico en nutrientes, se compararon dos
procedimientos en 2 grupos distintos: (1) plantas expuestas solo al cadmio; y
(2) plantas expuestas al cadmio y a la cepa de estreptomiceto C2. Con ello se
buscé determinar si dicho medio influia en el crecimiento de las plantulas en
presencia de cadmio.

Los 2 tratamientos en plantas expuestas solo al cadmio consistieron en agregar
a la solucion de incubacion en placa 4 mL de una solucion de 50 6 100 ppm
(concentracién final en placa de 25 y 50 ppm), de acuerdo a concentraciones
establecidas en un trabajo anterior de este laboratorio, y 4 mL de caldo TSB 6

4 mL de solucion salina (SS) (53).
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En plantas expuestas al cadmio y a la cepa de estreptomiceto C2 se utilizaron
también 2 tratamientos: en el primero se utilizaron 4 mL de cultivo de la cepa
C2 en caldo TSB, los que fueron centrifugados por 5 min a 2500 rpm y
lavados con solucion salina 3 veces antes de su incorporacién como una
suspension bacteriana en 4 mL de solucién salina a la solucién de incubacion
en placa; mientras que en el segundo, se utilizd la cepa sin lavar y se realizo
una incubacion previa de las semillas con la cepa C2 por 40 minutos en 250
mL de caldo TSB. Para ambos tratamientos, las bacterias de la cepa C2 fueron
incubadas a 28°C por 7 dias antes de ser utilizadas. Tanto los tratamientos en
plantas expuestas solo al cadmio como aquellos en plantas expuestas al
cadmio y a la cepa de estreptomiceto C2 se realizaron por triplicado y las
placas se mantuvieron en un lugar abierto por 3 semanas (53) (ANEXO II ,
Fig. 11 y 12). Transcurrido este tiempo, se midio la longitud de las plantulas

desde la raiz hasta la yema apical y se registré el nimero total de hojas (53).

4.5.PRUEBA EN PLANTAS DE CACAO

45.1. GERMINACION DE LAS SEMILLAS DE CACAO

Se colectaron las semillas del fruto del cacao obtenido en el Mercado N°1 de
Surquillo, se les retiré el mucilago con viruta de madera, y se desinfectaron,

primero con alcohol al 96% por 5 minutos, seguido de lejia comercial por 5
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minutos y 3 enjuagues con agua destilada estéril por 5 minutos cada vez
(55,56). Las semillas que se utilizaron para los tratamientos con cadmio y los
controles de las cepas se inocularon en 250 mL de caldo TSB con la cepa
correspondiente por 40 minutos (57). Previamente se realiz6 el cultivo de la
cepa en caldo TSB a 28°C por 14 dias. Luego de este paso, las semillas
inoculadas y las no inoculadas se colocaron en vasos de plastico con un

algodon humedo y se dejaron germinar en oscuridad por 20 dias.

4.5.2. PREPARACION DE LA TIERRA

452.1. PROCESO DE ESTERILIZACION DE TIERRA

Para determinar un numero de esterilizaciones que garantice una carga
microbiana baja en la tierra, se esterilizo la tierra una primera vez y se
realizd un conteo de microorganismos luego de 5 dias (58). El proceso se

repitié hasta obtener un conteo menor que 100 UFC/g de tierra.

45.2.2. PREPARACION DE BOLSAS CON TIERRA ESTERIL

Se pesd 820 g de tierra preparada marca 4 Estaciones en bolsas de
polipropileno para luego esterilizarlas en un autoclave por 40 minutos a

15 libras de presion y 121°C. Se esterilizo la tierra 3 veces en intervalos
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de 3 dias entre cada esterilizacion, de acuerdo a lo determinado en la

prueba descrita en la seccion anterior.

45.3. TRASPLANTE DE SEMILLAS GERMINADAS Y
TRATAMIENTO

Luego de la germinacion de las semillas por 20 dias, se procedio a
trasplantarlas a las bolsas con tierra preparada estéril de modo que hubiese 4
plantas por cada tratamiento y por cada control (59). Para esto se retiraron las
semillas de los vasos en donde germinaron y se colocaron dentro de la bolsa
con 820 g de tierra. Los tratamientos fueron los siguientes: tratamiento con
soluciones de cadmio 100 y 200 ppm, las que se prepararon disolviendo 0.133
g y 0.268 g de cloruro de cadmio en 50 mL de agua, respectivamente (Ver
Anexo V). Para cada concentracion de cadmio se agrego 4 mL de cultivo de
la cepa lavada y suspendida en 4 mL de solucién salina (53). Los controles
fueron los siguientes: controles de cadmio 100 y 200 ppm (53), a los que se
agregd 4 mL de solucion salina; y controles de cada cepa, agregando solo 4
mL de cultivo lavado y suspendido en solucion salina (53). A estos 2 tipos de
control se sumo un control general de plantas no expuestas a cadmio ni a las
cepas (control agua). (ANEXO I, Fig. 13y 14).

Las bolsas con las semillas germinadas se colocaron sobre bandejas en un
espacio abierto y se instalé encima una cubierta para darles las condiciones

necesarias de sombra. Se regd las plantas con agua cada 2 6 3 dias,
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dependiendo del clima. La aplicacién de cadmio y de las cepas se realizé una
sola vez luego del trasplante de las semillas germinadas a las bolsas con tierra

estéril.

4.5.4. TOMA DE DATOS

Se colectaron datos de la longitud de la planta, desde la base hasta la yema
apical, y el numero de hojas a los 26 dias, 1 mes y 2 semanas, 2 meses y 3
meses. Adicionalmente, se midio el grosor del tallo en la base, el tamafio de
las hojas desde la base hasta el apice y la longitud y peso de la raiz a los 3
meses. Se reviso el estado nutricional de la planta observando el color de las

hojas a los 3 meses.

455. ANALISIS POR ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION

ATOMICA

Luego de 3 meses de crecimiento, se cuantificd por espectrofotometria de
absorcién atoémica la acumulacion de cadmio en las plantas de los controles
expuestos solo a las soluciones de cadmio 100 y 200 ppm, y en las plantas
correspondientes a los tratamientos con las soluciones de cadmio 100 y 200
ppm mas las cepas X y C2. Para el analisis se utilizd la seccién de la planta
que va del cuello hasta las hojas. Estas pruebas se realizaron en el laboratorio

de analisis de suelos, plantas, aguas y fertilizantes de la Universidad Nacional
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Agraria La Molina. La absorcion de cadmio por parte de las plantas se midio

en ppm (mg/kg de planta seca).

4.6.ANALISIS ESTADISTICO

Los datos colectados se analizaron utilizando el programa estadistico STATA
V.12 para Windows (StataCorp LLC, Houston, TX). Para determinar si existio
una diferencia entre el uso de las cepas lavadas y las cepas sin lavar, se realizé la
prueba de ANOVA con las plantas de lechuga sometidas al tratamiento con la
solucién de cadmio 25 ppm, ya que los datos cumplieron con los supuestos de
normalidad y homogeneidad de varianza. Las comparaciones multiples se
realizaron con la prueba post-hoc de Bonferroni. En el caso de las plantas de
lechuga sometidas al tratamiento con la solucion de cadmio 50 ppm, el analisis se
realizd utilizando la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis, y para las
comparaciones mdltiples la prueba post-hoc de Dunnet. Se utilizé esta misma
aproximacion para comparar la longitud de las plantas, el nimero de hojas,
tamafio de las hojas, grosor del tallo, peso y longitud de la raiz, en los
especimenes de los distintos grupos considerados en este trabajo. También se
utilizo esta prueba para determinar si existia una diferencia significativa entre la
absorcidn de cadmio de las plantas expuestas al cadmio e inoculadas con las cepas
y los controles expuestos solo al cadmio. Todas las pruebas se realizaron con un

nivel de significacion (a) de 0.05.
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IV. RESULTADOS

5.1.CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LAS CEPAS

5.1.1. CARACTERIZACION MACROSCOPICA
En la Tabla 1 se indican las principales caracteristicas macroscopicas de cada
cepa. La Fig. 3 muestra la fotografia de las cepas al estereoscopio con un

aumento de 4X.

Tabla 1. Caracteristicas morfologicas de las cepas en medio glucosa extracto

de levadura.

Cepa Pigmentacion Tamafio Exudado Borde Superficie Consistencia

X Grisacea 0.4 cm Si Irregular  Porosa Secas
AB5  Grisacea 0.5cm Si Irregular Cdncava  Secas
C2 Grisacea 0.3cm Si Irregular  Rugosa Secas
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Figura 3. Fotografia al estereoscopio a 4x de las cepas: (A) X, (B) AB5y (C)

C2.

5.1.2. CARACTERIZACION MICROSCOPICA

Como se observa en la Tabla 2, todas las cepas mostraron una tincion Gram
positiva, que es una caracteristica del género Streptomyces. Ademas, se
muestra en la Fig. 4 las fotografias al microscopio de dicha tincion, en donde
se observan las estructuras caracteristicas de este género como son las hifas y

las esporas. Se pudo reconocer estas estructuras para cada una de las cepas.
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Tabla 2. Resultados de la tinci

Resultado

Cepa

Gram +

Gram +

AB5

Gram +

C2

Hifas

Esporas

Hifas

Esporas
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Esporas

Hifas

Figura 4. Fotografia al microscopio a 1000x de la tincion Gram de la cepa (A) C2,

(B) X y (C) ABS.

5.2.CARACTERIZACION BIOQUIMICA
En la Tabla 3 se muestran los resultados de las diferentes pruebas bioquimicas
realizadas. Estos resultados se compararon con los datos del Manual de

determinacion bacteriol6gica de Bergey.

Tabla 3. Resultados de las pruebas bioquimicas. +: positivo, -: negativo, k/k: no

fermenta glucosa, ni lactosa ni &cido sulfhidrico; los resultados de la prueba SIM

estan en el siguiente orden: sulfuro, indol, motilidad)
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Cepas Rojo Voges- TSI SIM Urea Citrato Lia Agar Catalasa

de Proskauer almidon
metilo
X - + kik  -/-I- - - + 4+ +
ABS - + kik -I-I- - - + 4+ +
C2 s + kik -I-I- - - + o+t +

5.3.ESTANDARIZACION DE LA METODOLOGIA CON UNA PLANTA

INDICADORA (Lactuca sativa)

En presencia de cadmio 25 ppm, las plantulas que germinaron y fueron tratadas
con caldo TSB [7; Anexo IlI, Fig.12] mostraron un 40.78% de aumento en la
longitud promedio respecto de aquellas tratadas con solucion salina [5; Anexo I,
Fig. 12]. Esta diferencia no llego a ser significativa a nivel estadistico (p=0.081;
Fig. 5). Con respecto al promedio del nimero hojas, se observo un aumento
estadisticamente significativo del 40.63% en el tratamiento con caldo TSB con

respecto al tratamiento con solucion salina (p<0.001; Fig. 6).
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Figura 5. Longitud de las plantulas de lechuga (promedio £ D.S) crecidas en

presencia de cadmio 25 ppm+ TSB y cadmio 25 ppm + solucién salina (SS).
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Figura 6. NUmero de hojas en plantulas de lechuga (promedio + D.S) crecidas en

presencia de cadmio 25 ppm + TSB y cadmio 25 ppm + solucion salina (SS).
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En presencia de cadmio 50 ppm, la distribucion de los datos obtenidos no fue
normal y solo se observaron diferencias significativas en la longitud de las
plantulas, mas no en la cantidad de hojas. En las plantulas tratadas con cadmio 50
ppm y caldo TSB [8; Anexo Il, Fig.12], la mediana de la longitud fue un 81.81%
mayor que aquella de las plantulas tratadas con solucion salina [6; Anexo I, Fig.

12] (p=0.0312; Fig. 7).

N=21

N=8

Cd 50 ppm + SS Cd 50 ppm + TSB

Figura 7.Longitud de las plantulas de lechuga (mediana y rango intercuartilico)
crecidas en presencia de cadmio 50 ppm + TSB y cadmio 50 ppm + solucién

salina (SS).

29



Los resultados obtenidos con las plantulas de lechuga crecidas en presencia de
las 2 concentraciones probadas de cadmio sugieren que habria un efecto del
medio de crecimiento de las bacterias (caldo TSB) en el desarrollo de las
plantulas. De hecho se observé la misma tendencia en el tratamiento con la cepa
sin lavar en plantas expuestas a las 2 concentraciones de cadmio respecto del
tratamiento con la cepa lavada (Anexo 11, Tabla 14), si bien estas diferencias no
llegaron a ser significativas. Por lo tanto, se decidio lavar las cepas en los
experimentos posteriores con cacao para eliminar la posibilidad de que ocurra

dicho efecto.

5.4.PREPARACION DE LA TIERRA

El conteo de microorganismos en una muestra de tierra esterilizada por primera
vez arrojo una gran cantidad de colonias en la mayoria de diluciones. Cuando se
realizd el conteo luego de 5 dias de la primera esterilizacion se observé un
aumento de las UFC/mL, por lo que se decidié hacer una segunda esterilizacion.
Luego de la segunda esterilizacion se observO todavia una gran cantidad de
microorganismos. En la tercera esterilizacion se observé una notable disminucion
de las UFC/g, por lo que se decidid no realizar mas esterilizaciones (Tabla 4). La

tabla completa con todas las diluciones se encuentra en el ANEXO 111, Tabla 13.

Tabla 4. Promedio del nimero de UFC/g de suelo desde la primera hasta la

tercera esterilizacion.
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(UFClg)

1" esterilizacion Incontable
2% esterilizacion Incontable
3" esterilizacion 100

5.5.GERMINACION DE SEMILLAS DE CACAO Y TRASPLANTE

Las semillas germinaron utilizando un algodén para envolverlas y luego fueron
introducidas en vasos de plastico y puestas en oscuridad en donde crecieron
exitosamente (Fig. 8A). Pasadas 3 semanas, se hizo el trasplante a las bolsas con
tierra previamente esterilizada, las que se colocaron en bandejas para ser llevadas

al aire libre y cubiertas con una malla para protegerlas del sol (Fig. 8B).
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Figura 8. Planta de cacao luego de germinada la semilla (A); y después del

trasplante a bolsas con tierra (B)

5.6. TRATAMIENTO DE PLANTAS DE CACAO Y EFECTO EN SU

BIOMETRICA

La longitud de la planta mostré diferencias significativas cuando se compar6
los controles Cd 100 y 200 ppm [15 y 16, Anexo Il, Fig. 13] con el control
agua [20, Anexo I, Fig. 14], ya que la mediana de la longitud disminuyd en
un 23.80 (p= 0.0268) y 28.38% (p=0.0160), respectivamente. Ademas, el
control agua [20] mostrd una mediana de longitud de la planta que superé en
un 42.46% (p=0.0160) a la del control C2 [17, Anexo I, Fig. 14] (Ver Tabla
6). Con respecto al numero de hojas, se observo que el control Cd 200 ppm
[16] aumentd en un 41.66% la mediana con respecto al tratamiento Cd 200 +
C2[12, Anexo I, Fig. 13] (p=0.0450). Adicionalmente, en el tratamiento con
la cepa X + Cd 100 ppm [10, Anexo II, Fig. 13] se evidencid un aumento de
64.28% con respecto al control Cd 100 ppm [15, Anexo Il, Fig. 14]
(p=0.0380). En cuanto al grosor del tallo, la mediana del control Cd 200 ppm
[16] aument6 en un 25% con respecto al tratamiento Cd 200 ppm + C2 [12]
(p=0.0417). En relacion a la longitud de la raiz, se evidencié una disminucién
de 72.72% en la mediana del control Cd 200 ppm [16] en comparacion al

control agua [20] (p=0.0394). Ademas, se observo un aumento de 40.9% en
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la mediana de la longitud de la raiz con el tratamiento Cd 200 ppm + X [13,
Anexo 11, Fig. 13] con respecto al control Cd 200 ppm [16] (p=0.0355). Por
ultimo, no se obtuvieron diferencias significativas en el tamafio de las hojas y
el peso de la raiz.

Cabe sefialar que solo se tomaron en cuenta para los analisis las plantas que
estuvieron vivas al final del experimento. No se muestran resultados ni
analisis estadisticos para los datos de la cepa ABS5, ya que al concluir el

experimento casi la totalidad de las plantas no sobrevivio.

Tabla 5. Medianas y rango intercuartilicos para todos los tratamientos de los
siguientes parametros: longitud de la planta, nimero de hojas, grosor del

tallo, longitud y peso de la raiz. Resultados solo para las cepas X y C2.

C2 X Control

100 ppm 200 ppm | 100 ppm 200 ppm 100 ppm 200 ppm Agua C2 X

25+3 20+2 21+0 1846 21+5.5 20.25+2 26+4.5 18.25+2.5 23.55 Longitud
de planta

8.55 6+4 11.543 614 71 8.5+2 9+3 T4 1242 #de hojas

0.320.2 0.3£0.1 0.45+0.1 0.3+0 0.3+0.1 0.440.2 0.3+0.3 0.3+0 0.5+0.2 Grosor de
tallo

9.68+3.71 8.32.14 | 9.92+1.51 | 8.96+2.31 | 9.92+2.68 | 8.51+1.11 | 9.72+0.5 9.74+1.85 9.83+2.32 | Tamafio
de hojas

0.41+0.32 0.34+0.5 | 1.17+0.88 | 0.66+0.02 | 0.65+0.47 | 0.32+0.4 0.52+0.51 | 0.53+0.056 | 0.9+0.57 Peso de
raiz

12.75+8.5 12+15.5 | 14+2 15.5+1 12.75+5 1145 19+11.5 11.5+13 19+14 Longitud
de raiz
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Tabla 6. Valores de p para las respectivas comparaciones entre tratamientos

para los siguientes parametros: longitud de la planta, nimero de hojas, grosor

del tallo, longitud y peso de la raiz. Resultados solo para las cepas X y C2.

Cc2 X Control
100 200 100 200 100 ppm 200 ppm Agua C2 p
ppm ppm ppm ppm
X X 0.0160 Longitud de planta
X 0.3137
X X 0.0268
X X 0.0160
X X 0.1033
X X 0.3031
X X 0.4125
X X 0.3012
X X 0.2007 | # de hojas
X 0.1054
X X 0.2175
X X 0.4163
X X 0.4265
X X 0.0450
X X 0.0380
X X 0.1646
X X 0.1527 Grosor de tallo
X 0.1721
X X 0.2254
X X 0.4548
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0.2667

0.0417

0.0768

0.1073

0.4529

0.3587

0.4437

X[ X[ X]| X

0.0757

0.2614

0.2473

0.4418

0.4451

Tamafio de hojas

0.4064

0.0621

0.0745

0.2023

0.1577

0.2874

0.1208

0.1503

Peso de raiz

0.1425

0.3030

0.3318

0.0394

0.4635

0.3750

0.3819

0.0355

Longitud de raiz

35




57. EFECTO DE LAS CEPAS DE ESTREPTOMICETOS EN LA
ABSORCION DE CADMIO POR LAS PLANTAS
El tratamiento con la cepa X no tuvo un efecto consistente en la acumulacion de
cadmio en las plantas de cacao. Mientras en plantas expuestas a una
concentracion de cadmio de 100 ppm el tratamiento con la cepa X promovi6 una
mayor acumulacién del metal en relacion a las plantas no tratadas, aquellas
expuestas a 200 ppm de cadmio y tratadas con la cepa mostraron una ligera
disminucion en su capacidad de acumulacion respecto de las que solo fueron

expuestas al cadmio (Fig. 9). Ninguna de estas diferencias tuvo una significacion

estadistica.
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Figura 9. Absorcién de cadmio en plantas de cacao tratadas con la cepa de

estreptomicetos X.
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Por el contrario, el tratamiento con la cepa C2 parecié promover en todos los
casos una menor acumulacion de cadmio en las plantas de cacao estudiadas. En
plantas expuestas a 100 ppm de cadmio y tratadas con la cepa, la cantidad de
cadmio absorbido fue un 76.47% menor que en plantas solo expuestas al metal
(p=0.0456), en tanto las plantas tratadas y expuestas a 200 ppm de cadmio
disminuyeron su absorcién en 31.51% en relacion a las que solo se expusieron al

cadmio (p=0.0059) (Fig. 10).
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Figura 10. Absorcion de cadmio en plantas de cacao tratadas con la cepa de

estreptomicetos C2.
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Solo se tomaron en cuenta para los analisis las plantas que estuvieron vivas al
final del experimento. Aqui tampoco se analizd la cepa AB5 debido a la
mortalidad total observada al final del experimento en las plantas tratadas con esta

cepa.
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VI. DISCUSION

Se buscé con el presente estudio piloto evaluar el posible potencial de 3 cepas de

estreptomicetos para disminuir la absorcion de cadmio en plantas de cacao.

Las caracteristicas micro y macroscopicas de las cepas utilizadas en este estudio
permitieron corroborar la identidad de estas. Las cepas X , C2 y AB5 pertenecen
al género Streptomyces de acuerdo a las caracteristicas sefialadas en el Manual de
determinacion bacteriolégica de Bergey (35) y los Métodos de caracterizacion
de especies de Streptomyces (60). Asimismo, los resultados de las pruebas
bioquimicas realizadas mostraron similitudes con los reportados para el género
Streptomyces en el Manual de determinacion bacteriol6gica de Bergey (35).
Estas observaciones son congruentes con los analisis moleculares realizados en
estudios previos que determinaron que las cepas X y AB5 pertenecen a la especie
Streptomyces variabilis (53), y la cepa C2 a Streptomyces sp. (61). Streptomyces
es un género que juega un papel importante en la rizésfera de algunas plantas
como Pisum sativum (alverja) y Triticuma estivum L. (trigo), habiéndose
reportado que mejoran su crecimiento y protegen las raices de posibles patdgenos

fungicos (62—64).

Debido a que en trabajos previos utilizando las cepas C2 , X y AB5, entre otras,
se habia observado que el tratamiento de plantas con la cepa C2 suspendida en su
caldo de cultivo iba acompafiado de un mayor crecimiento de estas (53), se

decidié verificar si este efecto podia ocurrir también en presencia de cadmio,
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para lo cual se realizaron experimentos preliminares con plantulas de lechuga
tratadas con la cepa C2 y expuestas a 25 y 50 ppm de cadmio. Se encontr6
incrementos significativos a nivel estadistico en el tamafio de las plantulas (50
ppm de cadmio) y en el nimero de hojas (25 ppm de cadmio) cuando se afiadio
caldo TSB en comparacion con una solucion salina. Debido a estos resultados se
opté por desarrollar los experimentos en cacao empleando las cepas
seleccionadas para este trabajo lavadas previamente para asi evitar un posible
efecto del caldo de cultivo bacteriano en el desarrollo de las plantas. Por otra
parte, se sabe que la materia organica actia como un agente quelante de metales
pesados, por lo que se quiso evitar cualquier sesgo en ese sentido, por pequefio
que fuese (65).Por ultimo, otro de los motivos por los que se decidio lavar la cepa
fue no afiadir un medio nutritivo al suelo que favoreciera la proliferacion de otras

especies bacterianas que pudieran atenuar la accion de las cepas en estudio.

En relacion a la tierra a utilizarse en los experimentos con cacao, esta se
esterilizO 3 veces con un intervalo de 3 dias entre cada esterilizacion para
asegurar la minima carga microbiana, como se sefiala en estudios previos (66). El
conteo de colonias realizado permitié establecer que en la tercera esterilizacion
se obtuvo una carga microbiana menor que 100 UFC/g de tierra, por lo que se
puede afirmar que el suelo se encontraba en Optimas condiciones. Este paso era
también necesario para contar con un suelo esteril en el que se minimizara en lo
posible la influencia de otros microorganismos que pudieran alterar el

desenvolvimiento de las cepas estudiadas. Sin embargo, se ha reportado que al
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esterilizar el suelo ocurren cambios fisicos y quimicos en este, ademas de
eliminarse microorganismos. Entre estos cambios se han descrito alteraciones en
los niveles de Manganeso (Mn) del suelo, en el pH , asi como en los niveles de
N, P y K disponibles para la planta (67,68). Si bien estos cambios dependen de la
composicion del suelo en cuestién, ellos podrian perjudicar el estado nutricional
de las plantas de cacao y alterar su crecimiento (69), ademas la esterilizacion
promueve la liberacidon de sustancias toxicas (70). Por estos motivos se decidio

no realizar una cuarta esterilizacion.

La germinacion de las semillas de cacao se realiz6 en vasos de plastico y bajo
condiciones de oscuridad. Ademas se germinaron semillas en exceso para
garantizar que todas las plantulas a ser transferidas a las bolsas con tierra estéril
estuvieran vivas. Un paso importante en la germinacion fue retirar por completo
el mucilago que cubre a estas semillas ya que de esa manera se acelera la
maduracioén y se evita la fermentacion (4). Pasadas 2 a 3 semanas se transfirio las
semillas a la tierra estéril, se realizaron los tratamientos correspondientes y
fueron después llevadas al aire libre y cubiertas por una malla especial que les
proporcionaba las condiciones de sombra adecuadas, importantes para su

desarrollo.

Se decidio que las concentraciones de cadmio fuesen 100 y 200 ppm, valores
bastante mas elevados que los encontrados en los suelos naturales. Ello se debid
a que el modelo experimental utilizado para el estudio involucré una

administracion Unica del metal y una exposicion de solo unas pocas semanas, 1o
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que con las concentraciones naturales podria haber resultado en una acumulacion
en planta de dificil deteccion e irrelevante desde un punto de vista bioldgico.
Usualmente los frutos de cacao recolectados para ser utilizados como materia
prima provienen de plantaciones de varios afos, en las cuales las plantas tienen
una larga exposicion que favorece la acumulacion de cantidades significativas de
cadmio. De otro lado, la administracion de concentraciones elevadas del metal
permitia minimizar la disminucion de su disponibilidad para la planta por efecto

de la quelacion por parte de la materia organica presente en la tierra.

Se realizd una comparacion de los resultados obtenidos con el control agua y un
estudio previo para verificar la calidad de los datos obtenidos. Para esto se utiliz6
como referencia el estudio realizado por Greathouse et al. (71), que determing el
ritmo de crecimiento del cacao, ademas del tamafio y nimero de hojas esperado
en cada etapa de crecimiento. En cuanto a la longitud de la planta para el control
agua, en el presente estudio se obtuvo una mediana de 26 cm la cual se asemeja a
los 25-30 cm reportados por Greathouse et al. (71). La mediana de 9 obtenida
para el nimero de hojas se asemeja también a lo hallado en aquel estudio (11.36
cm). Se debe sefialar, sin embargo, que en nuestro estudio el tamafio de las hojas

no alcanzo los 25-30 cm reportados anteriormente (ver Tabla 5).

El efecto del cadmio a 100 y 200 ppm sobre el crecimiento de las plantas a través
de una seleccién de parametros se evalué comparando los datos de los controles
expuestos solo al metal con aquellos obtenidos del control agua. Se encontr6 que

en los controles cadmio 100 y 200 ppm la mediana de la longitud de la planta
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disminuyd significativamente (Tabla 6), asi como, la longitud de la raiz, aunque
en este caso solo de manera significativa en el control cadmio 200 ppm. No se
observaron diferencias significativas en los pardmetros restantes, lo que sugiere
que el cadmio tiene un efecto negativo en el crecimiento de las plantas de cacao
que se ve reflejado solo en la longitud de la planta y su raiz. Estudios anteriores
como el realizado por Castro et al. (27) también han reportado cambios a nivel
anatomico, bioquimico genéticos y nutricional en plantas de cacao expuestas a

cadmio.

Cuando se analizé el efecto de las cepas en la longitud de las plantas de cacao en
comparacién con el control agua (Tabla 5), se observé que con ninguna de ellas
hubo un aumento significativo en esta variable. Si bien al analizar el resto de
parametros de crecimiento se observo que en algunos de ellos el control de la
cepa X presentaba valores mayores que los del control agua, las diferencias no
fueron significativas. Por ello concluimos que las cepas por si mismas no
benefician el crecimiento de las plantas de cacao bajo las condiciones del modelo

experimental utilizado.

El tratamiento de las plantas expuestas a 100 y 200 ppm de cadmio con las 3
cepas de estreptomicetos no provoco cambios en los parametros de crecimiento
que sugiriesen una mejora respecto de las plantas expuestas solo al cadmio. Las
pocas diferencias significativas observadas no mostraron un patrén consistente
con un beneficio o un perjuicio en el crecimiento (Tabla 5), por lo que debemos

concluir que en el modelo experimental utilizado el tratamiento con estas cepas
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no se manifiesta en una reversion clara de los efectos negativos del cadmio en el

crecimiento de las plantas, en particular en la longitud de la planta y la raiz.

Los resultados de la absorcion de cadmio demostraron que la cepa X no la
disminuye cuando las plantas de cacao son expuestas a concentraciones de 100 y
200 ppm. Esto se puede deber a que la cepa X no cuenta con mecanismos para
evitar la absorcion de cadmio por parte de la planta. En cuanto a la cepa AB5, su
capacidad de reducir la acumulacion de cadmio no pudo ser evaluada al no
sobrevivir ninguna de las plantas tratadas con esta cepa al final del experimento.
Si bien la alta mortalidad de las plantas observada en el presente trabajo podria
deberse a factores como la alteracion de la disponibilidad de micro y macro
nutrientes por la esterilizacion de la tierra, o la ausencia de un periodo de
adaptacion de las plantas recién transferidas a la tierra antes de ser tratadas, no
hay una razon concreta que explique la nula supervivencia observada en las
plantas de cacao tratadas con la cepa AB5. En ese sentido, no se puede descartar

que esta cepa resulte de algiin modo toxica para las plantas.

A diferencia de lo ocurrido con las otras cepas estudiadas, las plantas tratadas con
la cepa C2, mostraron una clara tendencia a acumular cantidades menores de
cadmio cuando fueron expuestas a concentraciones de 100 y 200 ppm de este
metal. Los dos tratamientos resultaron en una disminucion significativa con un
valor de p de 0.0456 y 0.0059, respectivamente. Sin embargo, se debe sefialar que
a pesar de que el tratamiento con la cepa C2 logré disminuir la acumulacion de

cadmio en las plantas de forma significativa, no alcanzé para revertir los efectos
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negativos en el crecimiento de estas bajo las condiciones del modelo experimental
utilizado (ver arriba). Una evaluacion con un numero mayor de plantas y un
modelo experimental mas cercano a la situacion natural en campo serviran para
confirmar los resultados observados en relacion a la acumulacion de cadmio en
este estudio y verificar si este efecto se ve reflejado en el crecimiento de las

plantas.

La capacidad de la cepa C2 de neutralizar al cadmio podria deberse a la adsorcion
extracelular del metal a través de la pared celular, fendmeno ya descrito en
bacterias Gram positivas, 0 también a procesos de bioabsorcion, quelacion

extracelular, entre otros mecanismos (72).
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VII. CONCLUSIONES

Se determin6 que la metodologia de preparacion del inéculo bacteriano a

utilizar incluya un lavado previo de la cepa.

En las concentraciones utilizadas (100 y 200 ppm), el cadmio, tiene un
efecto negativo significativo en la longitud de la planta. La concentracion

de 200 ppm también tiene negativo en la longitud de la raiz.

En el modelo experimental utilizado, la inoculacion de la cepa C2 reduce
en un 76.47% y 31.51% la absorcion de cadmio en plantas de cacao para
los tratamientos con 100 y 200 ppm respectivamente. Las cepas X y AB5

no tienen efecto alguno sobre la absorcion de cadmio.
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Vill. RECOMENDACIONES

Aumentar el nimero de muestras para contar con un poder
estadistico mayor en la determinacion del efecto de las cepas en la

absorcion de cadmio por parte de las plantas de cacao.

Inocular las cepas cada 15 dias para favorecer el establecimiento
en el suelo de las cepas en estudio, en particular de las cepas AB5
y C2.

Prolongar el experimento para analizar resultados a largo plazo.

Implementar un periodo de adaptacion luego del trasplante de las
semillas germinadas a la tierra estéril para disminuir la mortalidad

de las plantas.
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ANEXO |

FLUJOGRAMA DEL PROCESO

Cultivo y caracterizacion de las cepas

!

Determinar la metodologia de preparacién del inoculo
bacteriano a utilizar con plantas de Lactuca sativa

!

Germinacion de las semillas de cacao

}

Trasplante de las plantulas

!

Toma de datos a los 26 dias, 1 mesy 2 semanas, 2y 3
meses. Conteo de microorganismos en el suelo a los 3
Mmeses.

!

Analisis de espectrofotometria de absorcion atomica
de cadmio

!

Analisis estadistico




ANEXO 11

DIAGRAMAS DE PROCESO



Figura 11. Diagrama del proceso de germinacion en planta indicadora (Lechuga). Se muestra los tratamientos comparados para

la seleccion de la metodologia a utilizar.

Tratamientos

P—

Cepa lavada

tratamientos (por triplicado).

En una placa estéril se tiene 10

semillas sin inocular con los siguientes

!

# de tratamiento 1 2
Descripcion: C2 +Cd Cc2+Cd
25 ppm 50 ppm
Cepa C2 lavada 4 mL 4 mL
Cadmio 50 ppm 4 mL -
Cadmio 100 - 4 mL
ppm
Total 8 mL 8 mL

T~

Cepa sin lavar

En una placa estéril se tiene 10 semillas
inoculadas con los siguientes

tratamientos (por triplicado).

!

# de tratamiento 3 4

Descripcion: C2+Cd C2+ Cd
25 ppm 50 ppm

Cepa C2 sin lavar 4 mL 4 mL

Cadmio 50 ppm 4 mL -

Cadmio 100 ppm - 4 mL

Total 8 mL 8 mL




Figura 12. Diagrama del proceso de germinacion en planta indicadora (Lechuga). Se muestra los tratamientos con cadmio

comparados para la seleccion de la metodologia a utilizar.

Cadmio

/

Afadiendo solucién salina

En una placa estéril se tiene 10
semillas sin inocular con los

siguientes tratamientos (por triplicado)

l

# de tratamiento 5 6
Descripcion: Cd 25 ppm + Cd 50 ppm +
SS SS
Cadmio 50 ppm 4 mL -
Cadmio 100 ppm - 4 mL
Solucién salina 4 mL 4 mL
Caldo TSB - -
Total 8 mL 8 mL

T

tratamientos (por triplicado)

Afadiendo caldo TSB

En una placa estéril se tiene 10

semillas sin inocular con los siguientes

l

# de tratamiento 7 8
Descripcion: Cd 25 ppm + Cd 50 ppm +
TSB TSB
Cadmio 50 ppm 4 mL -
Cadmio 100 ppm - 4 mL
Solucion salina - -
Caldo TSB 4 mL 4 mL
Total 8 mL 8 mL




Figura 13. Diagrama de las pruebas en plantas de cacao. Se muestra los tratamientos realizados por cada concentracion de

cadmio: 100 y 200 ppm.

—

Tratamientos

T

Cadmio 100 ppm

En una bolsa con tierra estéril se tiene una

semilla inoculada con los siguientes

tratamientos (Por cuadruplicado)

|

Cadmio 200 ppm

En una bolsa con tierra estéril se tiene

una semilla inoculada con los siguientes

tratamientos (Por cuadruplicado)

|

# de tratamiento 9 10 11
Descripcién: C2 + Cd X + Cd AB5 + Cd
100 ppm 100 ppm 100 ppm
Cepa C2 lavada 4 mL - -
Cepa X lavada - 4 mL -
Cepa AB5 - - 4 mL
lavada
0.133 g CdCl, 50 mL de 50 mL de 50 mL
diluido en: agua agua
Agua 50 mL 50 mL 50 mL
Total 104 mL 104 mL 104 mL

# de tratamiento | 12 13 14

Descripcién; | C2 + Cd 200 | X + Cd 200 | AB5 + Cd
ppm ppm 200 ppm

Cepa C2 lavada 4 mL - -

Cepa X lavada - 4 mL -

Cepa AB5 - - 4 mL

lavada

0.268 g CdCl, 50 mL de 50 mL de 50 mL de

diluido en: agua agua agua
Agua 50 mL 50 mL 50 mL
Total 104 mL 104 mL 104 mL




Figura 14. Diagrama de las pruebas en plantas de cacao. Se muestra los controles realizados en el estudio: control con solucion

de cadmio 100 y 200 ppm, y control de cada cepa.

.=

Cadmio 100y 200 ppm

En una bolsa con tierra estéril se tiene

una semilla sin inocular con los

siguientes tratamientos (Por

cuadruplicado)

Controles

|

\

Cepa

En una bolsa con tierra estéril
se tiene una semilla inoculada
con los siguientes tratamientos

(Por cuadruplicado)

|

Agua

En una bolsa con tierra
estéril se tiene una semilla
sin inocular con los
siguientes tratamientos (Por

cuadruplicado)

# de 20
tratamiento
Descripcién: | Control
agua
Agua 104 mL
Total 104 mL

# de tratamiento | 15 16
# de | 17 18 19
Descripcidn: Control 100 Control tratamiento
ppm 200 ppm Descripcién: | Control C2 | Control X | Control
Solucion 4 mL 4 mL AB5
salina Cepa C2|4mL - -
CdCl, 0.133g en50 0.268 g en || lavada
mL de agua 50 mL de || Cepa X |- 4 mL
agua lavada
Agua 50 mL 50 mL Cepa ABS | - - 4 mL
Total 104 mL 104 mL lavada
Agua 100 mL 100 mL 100 mL
Total 104 mL 104 mL 104 mL




ANEXO I11

TABLAS DE DATOS



Tabla 7. Datos de absorcion de cadmio, tamafio y nimero de hojas de las plantas de cacao tratadas con la cepa X

Tratamiento Absorcion ~ Tamafio (cm) Numero de hojas
de cadmio
(ppm)
26 dias 1 mes y 2 2meses 3 meses 26 dias 1 mesy 2 2meses 3 meses
semanas semanas

Cd 100 Control 1 186.72 15 17 19 19 6 8 8 8
Cd 100 Control 2* 60.24 9.5 115 115 115 3 3 3 3
Cd 100 Control 3 134.49 15.5 16.5 18 21.5 12 15 15 17
Cd 100 Control 4 124.7 15 16.5 17 17 4 5 5 5
Cd 200 Control 1* 124.77 4 4 4 4 0 0 0 0
Cd 200 Control 2 223.56 12 18 19.5 20.5 4 8 9 9
Cd 200 Control 3* 54.95 6 13 14 14 4 7 8 4
Cd 200 Control 4 167.01 18 19 19.5 20 6 7 7 8
Cd 100 X 1* 129.28 4 4 4 4 0 0 0 0
Cd 100 X 2 198.98 18 20 21 21 8 9 11 13
Cd 100 X 3* 200.3 9 11 11 11 4 5 6 4
Cd 100 X 4 147.94 5 15 19 21 0 15 7 10
Cd 200 X 1* 128.57 4 4 4 4 0 0 0 0
Cd 200 X 2 159.09 13 14 14 15 4 4 10 8
Cd 200 X 3* 1028.57 2 5 5 5 0 0 0 0
Cd 200X 4 207.04 17 17 21 21 5 7 9 4
Control X 1 19.5 225 24 28.5 8 11 10 12
Control X 2 16 215 23 235 7 9 10 12
Control X 3 18 215 22 23.5 6 8 8 10
Control X 4* 4 S 5 5 0 0 0 0
Agua 1 22 26 27 27.5 7 11 13 13
Agua 2 20 215 21.5 22 7 9 10 10
Agua 3* 4 4 4 4 0 0 0 0

*: Plantas muertas y que no fueron consideradas para los andlisis estadisticos.




Tabla 8. Datos del tamafio de hojas, grosor del tallo, peso y tamafio de raiz de plantas de cacao tratadas con la cepa X.

Tratamiento Tamafo de Grosor (cm) Pesoderaiz(g)  Tamafo de raiz (cm)

hojas(cm)

3 meses 3 meses 3 meses 3 meses
Cd 100 Control 1 8.56 0.5 1.374 105
Cd 100 Control 2* 5.25 0.3 0.984 4
Cd 100 Control 3 10.14 0.4 0.671 15
Cd 100 Control 4 8.46 0.3 0.648 10
Cd 200 Control 1* 0 0.4 0.171 10
Cd 200 Control 2 10.16 0.5 0.425 15
Cd 200 Control 3* 6.5 0.3 0.074 7
Cd 200 Control 4 8.62 0.5 0.805 13
Cd 100 X 1* 0 0.4 0.137 6
Cd 100 X 2 10.69 0.4 0.984 15
Cd 100 X 3* 4.62 0.3 0.099 9
Cd 100 X 4 9.15 0.5 1.372 13
Cd 200 X 1* 0 0.3 0.086 6
Cd 200 X 2 7.81 0.3 0.65 16
Cd 200 X 3* 0 0.3 0.319 9
Cd 200 X 4 10.12 0.3 0.678 15
Control X 1 9.83 0.6 0.697 19
Control X 2 10.37 0.5 0.907 30
Control X 3 8.05 0.4 1.269 16
Control X 4* 0 0.4 0.066 9
Agua 1 10.06 0.6 1.175 255
Agua 2 9.7 0.6 0.9 235
Agua 3* 0 0.3 0.19 6

*: Plantas muertas y que no fueron consideradas para los analisis estadisticos.




Tabla 9. Datos de absorcion de cadmio, tamafio y nimero de hojas de las plantas de cacao tratadas con la cepa C2

Tratamiento Absorcion de cadmio Tamafio (cm) Numero de hojas
(Ppm)
26dias 1 mes y 2 2 3meses 26dias 1 mes y 2 2meses 3 meses
semanas meses semanas

Cd 100 Control 1  180.64 18 20 20 20.5 4 6 6 7
Cd 100 Control 2  80.76 20 23 24.5 24.5 3 6 7 7
Cd 100 Control 3* 72.58 17 18 18.5 185 4 2 1 1
Cd 100 Control 4  182.57 21 25 27 27 5 8 8 7
Cd 200 Control 1  191.08 18 18.5 19 20 4 4 4 6
Cd 200 Control 2* 806.21 12.5 14 14 14 0 0 1 1
Cd 200 Control 3  147.06 19.5 225 225 235 5 7 9 9
Cd 200 Control 4* 1702.13 8 11 11 11 0 2 2 0
cd1ooc21 114.42 22 23 23 235 3 5 5 6
Cd 100 C2 2* 142.46 20.5 225 24 245 5 7 8 8
Cd 100 C2 3* 868.54 18 19.5 21 215 4 6 6 8
cd1o0C24 64.14 22 25 25 26.5 6 9 10 11
Cd200C21 116.18 17 19 19 19 3 5 5 3
Ccd200C22 136.14 18 20 20 21 4 5 5 6
Cd 200 C2 3* 161 20 21 215 215 5 5 4 4
Cd200C24 147.68 18 19.5 20 20 5 7 7 7
Control C2 1 15 16 16.5 17 5 6 7 5
Control C2 2* 155 16 16 16 6 7 7 7
Control C2 3* 10.5 11 115 115 0 0 0 0
Control C2 4 16.5 18.5 19 19.5 5 7 9 9
Agua 1 23.5 26.5 275 275 5 7 7 5
Agua 2 20 235 25 26 6 8 8 9
Agua 3 18 23 235 29 4 8 6 7

*: Plantas muertas y que no fueron consideradas para los analisis estadisticos.




Tabla 10. Datos del tamafio de hojas, grosor del tallo, peso y tamafio de raiz de plantas de cacao tratadas con la cepa C2

Tratamiento Tamanio de hojas(cm) Grosor (cm) Peso de raiz(g) Tamafio de raiz (cm)

Cd 100 Control 1 9.71 0.3 0.552 6

Cd 100 Control 3* 7 0.2 0.205 9

Cd 200 Control 1 8.4 0.3 0.227 9

Cd 200 Control 3 8.16 0.3 0.201 9

Cd1o0C21 7.83 0.2 0.25 8.5

Cd 100 C2 3* 10.68 0.4 0.468 7

Cd200C21 6.5 0.2 0.226 6.5

Cd 200 C2 3* 5.12 0.3 0.257 6.5

Control C2 1 10.5 0.3 0.502 5

Control C2 3* 0 0.2 0.04 3

Agua 1 116 0.3 0.388 12

Agua 3 9.71 0.3 0.528 11

*: Plantas muertas y que no fueron consideradas para los andlisis estadisticos.




Tabla 11. Datos de absorcion de cadmio, tamafio y nimero de hojas de las plantas de cacao tratadas con la cepa AB5

Tratamiento Tamaiio (cm) Numero de hojas

Cd 100 Control 1* 8 8 8 8 0 0 0 0

Cd 100 Control 3* 155 155 155 155 4 4 4 4

Cd 200 Control 1* 12 12 12 12 0 0 0 0

Cd 200 Control 3* 15.2 15.2 15.2 15.2 2 2 2 0

Cd 100 AB5 1* 13 13 13 13 3 3 3 3

Cd 100 AB5 3* 19 19.5 19.5 19.5 4 4 4 4

Cd 200 AB5 1* 20 20 20 20 3 3 3 3

Cd 200 AB5 3* 16.5 16.5 16.5 16.5 4 4 4 4

Control AB5 1* 18 20 20 20 3 3 3 3

Control AB5 3* 14 14 14 15.5 3 3 3 3

Agua 1 16 16 17.5 20 9 9 9 9

Agua 3 18 19 19 195 7 8 9 9

*: Plantas muertas y que no fueron consideradas para los andlisis estadisticos.




Tabla 12.Datos del tamafio de hojas, grosor del tallo, peso y tamafio de raiz de plantas de cacao tratadas con la cepa AB5

Tratamiento Tamafno de hojas Grosor (cm) Peso de raiz (g) Tamafio raiz (cm)
(cm)

Cd 100 Control 1* 0 0.1 0.038 6

Cd 100 Control 3* 3.5 0.1 0.041 4

Cd 200 Control 1* 0 0.1 0.037 5

Cd 200 Control 3* 0 0.1 0.033 5

Cd 100 AB5 1* 3.16 0.1 0.046 4.5

Cd 100 AB5 3* 5.37 0.1 0.19 4

Cd 200 AB5 1* 4.66 0.1 0.244 9

Cd 200 AB5 3* 4.37 0.1 0.2331 2.5

Control AB5 1* 3.66 0.1 0.042 4

Control AB5 3* 4.83 0.1 0.173 8

Agua 1 9.77 0.3 0.278 20

Agua 3 6.72 0.3 0.237 13

*: Plantas muertas y que no fueron consideradas para los analisis estadisticos.




Tabla 13. Promedio del nimero de UFC/g de suelo desde la primera hasta la tercera esterilizacion para todas las diluciones.

2da esterilizacion ~ Incontable Incontable 5x10° 1x10° 0 0.5x10°  0.5x10°



Tabla 14. Promedio y la desviacion estdndar de la longitud de las plantulas de lechuga y el nimero de hojas para todos los

tratamientos con cadmio 25 ppm

Control C2(L) ControlC2(SL) Cd25ppm+SS Cd 25 ppm + C2+ Cd25ppm C2+ Cd 25 ppm

TSB (L) (SL)
Promedio en cm 243+ 1.32 2.94+ 0.91 2.28+ 1.14 3.21+ 1.36 2.89+ 1.38 3.18+ 1.3
Promedio  de 2.38+ 0.65 2.68+ 0.69 2.51+ 0.5 3.53+0.63 3.04+ 0.69 3.42+ 0.5

namero de hojas

L: lavado, SL: sin lavar.

Tabla 15. Mediana y el rango intercuartilico de la longitud de las plantulas de lechuga y el nimero de hojas para todos los

tratamientos con cadmio 50 ppm

Cd 50 ppm + SS Cd 50 ppm + TSB C2+Cd50ppm (L) C2+Cd50ppm (SL)
Mediana en cm 0.55+ 0.5 1+ 1 0.55+ 0.5 0.6+ 0.6
Mediana de numero 2+ 0 2+ 0 20 2+ 0

de hojas

L: lavado, SL: sin lavar.



ANEXO IV

CALCULOS



e Calculos para la concentracion 100 ppm

pg Cd pg Cd
g de suelo 820 gr de suelo

=100
ppm g suelo

lg
82000 —— = 0.082 g de Cd

Se trabaj6 con CdCl,, por lo que:
183.4 g CdCl, - 112.4 g Cd
X - 0.082 g Cd

X =0.133 g de CdCl,

e Caélculos para la concentracion 200 ppm

pg Cd pg Cd
g de suelo 820 gr de suelo

=200
ppm g suelo

lg
164000 pug x m = 0.164 g de Cd
Se trabaj6 con CdCl,, por lo que:
183.4 g CdCl, » 112.4 g Cd
X - 0.164 g Cd

X =0.268 g de CdC(Cl,



ANEXO V

FOTOGRAFIAS



Figura 15. Fotografias de las plantas a los 3 meses para la cepa C2.

Cd 100+ C2 3




Figura 16. Fotografias de las plantas a los 3 meses para la cepa X.

Cd100+X 4




