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RESUMEN
Las zonas amazdnicas del Perd abarcan dreas agrondmicas y rios que estan siendo
influenciados por actividades mineras de extraccion de metales pesados que operan
desde hace mas de 20 afios como en la cuenca del rio Tulumayo, donde las plantas
nativas pueden tener potencial de fitorremediacidn. Esta investigacion evalud una linea
base del contenido de Pb y Zn en el suelo y agua de la cuenca del rio Tulumayo en Perd,
asi como los factores de crecimiento, bioconcentracién y translocacién de estos metales
en Tessaria integrifolia, Ricinus communis y Piper aduncum en condiciones de campo
durante 8 semanas en monocultivo e intercalado bajo riego de agua limpia,
contaminaday de rio, analizando muestras de suelo, sedimentos, agua y plantas a través
de espectrometria de masas. El contenido de Pb y Zn se registré para la linea base a lo
largo de la cuenca del rio Tulumayo, donde las zonas no influenciadas por la mineria
tienen menor concentracidon de metales. Asimismo, el ensayo de fitorremediacién de las
tres especies indicé que acumulan y trasladan diferentes tasas de metales. Tessaria
integrifolia fue el mayor bioacumulador de Pb y Zn en la biomasa mas baja mientras se
riega con agua de rio y podria ser una potencial planta fitorremediadora para recuperar

de manera sustentable los ambientes amazdnicos.
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ABSTRACT
The Amazonian zones in Peru cover agronomic areas and rivers that are being influenced
by mining activities of heavy metal extraction operating for more than 20 years like in
Tulumayo River basin where native plants may have phytoremediation potential. This
research had evaluated a baseline of Pb and Zn content in soil and water of Tulumayo
basin in Perd, as well as the growth, bioconcentration and translocation factors of these
metals in Tessaria integrifolia, Ricinus communis and Piper aduncum under field
conditions during 8 weeks in monocrop and intercrop set up under irrigation of clean,
contaminated and river water, analyzing soil, sediments, water and plant samples
through mass spectrometry. The Pb and Zn content was recorded for baseline along the
Tulumayo basin where the zones not influenced by mining have lower concentration of
metals. Likewise, phytoremediation trial of the three species indicated that they
accumulate and translocate different rates of metals. Tessaria integrifolia was the
greater bioaccumulator of Pb and Zn in the lowest biomass while irrigated with river
contaminated water and could be potential phytoremediator plant to recover in a

sustainable way the Amazonian environments.
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l. ARTICULO VERSION INGLES

METAL ACCUMULATION IN AMAZONIAN
PLANTS (Tessaria integrifolia L., Ricinus communis L.
and Piper aduncum L.) OF THE AROUND
TULUMAYO RIVERBANK IN PERU INFLUENCED
BY MINE EFFLUENTS

Abstract
The Amazonian zones in Peru cover agronomic areas and rivers that are being influenced
by mining activities of heavy metal extraction operating for more than 20 years like in
Tulumayo River basin where native plants may have phytoremediation potential. This
research had evaluated a baseline of Pb and Zn content in soil and water of Tulumayo
basin in Perd, as well as the growth, bioconcentration and translocation factors of these
metals in Tessaria integrifolia, Ricinus communis and Piper aduncum under field
conditions during 8 weeks in monocrop and intercrop set up under irrigation of clean,
contaminated and river water, analyzing soil, sediments, water and plant samples
through mass spectrometry. The Pb and Zn content was recorded for baseline along the
Tulumayo basin where the zones not influenced by mining have lower concentration of
metals. Likewise, phytoremediation trial of the three species indicated that they
accumulate and translocate different rates of metals. Tessaria integrifolia was the
greater bioaccumulator of Pb and Zn in the lowest biomass while irrigated with river
contaminated water and could be potential phytoremediator plant to recover in a

sustainable way the Amazonian environments.

Introduction
Amazon rivers are vital for jungle ecosystems which in born in Oriental Andean and

reach the Atlantic Ocean in Peru, Colombia and Brazil (Campoblanco, 2000; Barthem et
7
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al., 2005). This last years their water is being impacted by metal residues from mining
and refineries (Schweitzer, 2018; Castro 2017), specially by metal sediments which
pollute the soil and water that used for human and animal consume as well as for
agriculture (Cardenas, 2015) being a potential future conflict due to water quality in the
populations around those rivers (Alvarez et al., 2014). This is actually happening in many
Peruvian central highlands like Pasco (Van Geel, 2012), also in jungle zones of Junin like
the Tulumayo river which was affected by the residues of Pb and Zn of San Ignacio de
Morococha Mining Company S.A.A. (SIMSA S.A.A.) mining unit and exploits minerals
such as Pb and Zn (BVL, 2017), and reports like No. 1314-2014-OEFA / DFSAI / PAS from
National Organization for Environmental Evaluation and Inspection (OEFA) found faults

in their waste treatment (OEFA, 2013, 2014).

Metals like Pb and Zn are toxic for terrestrial and aquatic flora and fauna (Jaramillo,
2012; OEFA, 2013, 2014), they could unite as hydroxides and oxides adsorbed in the
sediments or in the organic matter (Quispe et al., 2017), then generate toxic effects in
the biological systems affecting the nutrient assimilation and accumulating themselves
in the tissues (Navarro et al., 2007). The residues from mining companies might be well
treated to reduce its negative impact on water bodies, but in Peru this is the main cause
of water contamination (Jara-Pefia et al., 2017) causing significant environmental and
ecological degradation as high risk of metal contamination in humans (Byrne et al., 2012;
OEFA, 2013, 2014) through accumulation of these metals in the aquatic trophic
networks from bacteria and detritivores organisms to invertebrates, plants, fish, and
humans (Rubio-Franchini, 2011; Londofio et al., 2016). In humans, its bioaccumulation

in the kidney, liver, brain and bones inhibits hemoglobin synthesis and cause

8
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neurological deficiency, hypertension, cardiovascular as gastric diseases and risk of
prostate cancer (lgic et al ., 2002; Rubio et al., 2007; Plum et al., 2010; Gonzalez-Reimers,
2017). Also, it may affect crops productivity (Fernandez, 2012; Cuadra, 2018) causing
delays in growth, diminution of new shoots, fruits and seeds, alteration in the enzymatic
activity and hydric imbalance (Chavez, 2014; Forsythe et al., 2010; Amezcua, 2017).
Moreover, the advantage of plants that grow this polluted zones which that have been
largely exposed to metals develop tolerance and potential phytoremediation properties
that could be an option to restore and those environment that now are not being
attended by the government because the National standards of Environmental Quality
(ECA) are not very strict with metal limits, neither its effects. Also, needed remediation
alternatives have not yet been studied in jungle zones in Peru where pollution by metals

still being a huge problem (Jara-Pefia et al., 2017).

Phytoremediation is an environmental friendly and affordable technology to recover
natural resources that have been modified or impacted by different pollutants that leach
to soil or water (Khan et al., 2013; EPA, 1999), in order to stabilize, reduce, or accumulate
the heavy metal in plants (Nunez et al., 2004) through metabolic pathways related with
roots microbes (Cubillos et al., 2014; Agudelo et al., 2005; EPA, 1999) to clean soil,
sediments or water (Kabra et al., 2012) through a relatively slow process. Ideally is
necessary to find tolerant plants because only less than 0.2% of angiosperms have this
ability (Ginocchio, 2004). The plants might be able to absorb the metals by the roots and
highly translocate it to the shoot (Marques et al.,, 2004; EPA, 1999). l.e, the
phytotolerance to Pb and Zn can also result in phyto-stabilization in roots avoiding high

translocation to upper parts of the plant minimizing the metal bioavailability in the soil

9
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(Reeves, 2006; Dueck et al., 1986; Morales et al., 2015; Shivendra,2014) or rhizofiltration
(EPA, 1999) like happens with Pb, Cd, Cu, Ni, Zn and Cr in soils and groundwater (Etim,
2012), most of this studies had been only tested under controlled conditions but not at
real polluted locations. Moreover, Amazon riverside vegetation participate in ecosystem
regulation and stabilize pollutants towards water bodies (Rodriguez, 1990; Gamarra et
al., 2018), the species like Tessaria integrifolia, Ricinus communis and Piper aduncum are
already adapted to this humid and warm climate of this zone (Douseau et al., 2014) and
had been surrounded to water with metals during long time and probably developed
metal tolerance. Also are considerable drought resistance (DiTomaso, 2013), not edible
for animals (Brako and Zaruchi, 1993; Gupta et al., 2011), so this Tulumayo river plants

could be an alternative to phytoremediation in this environment.

In this research, a biological and feasible phytoremediation alternative will be
investigated for the recovery of jungle soils through the species mentioned above, to
study their bioaccumulation and translocation index due to the adverse conditions in

the research area under same jungle conditions (Chavez, 2014; Lépez, 2014).

In Peru, all the efforts are needed to develop biotechnologies to recover the rivers since
they constitute the irrigation waters for crops, fruit trees or for purification, avoiding
potential bioaccumulation phenomena in animals, fruits and humans as a great risk for

human health and environmental quality.

10
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Methodology

1. Biological material and field area

This research tested the potential phytoremediation capacity of three native species
from the Amazonian jungle (Silva et al., 2018): Tessaria integrifolia (Pajaro bobo), Piper
aduncum (Matico) and Ricinus communis (Higuerilla) under field conditions nearby the
Tulumayo river located at San Ramon in the province of Chanchamayo (Junin, Peru), that
species are not edible for animals and grow naturally in the humid roadsides and
riverbanks of the zone (Duran, 2010; Brako, 1993; Gupta et al., 2011; DiTomaso et al
2013), Along Tulumayo valley was performed the baseline for Zn and Pb in soil and
water. The phytoremediation assay was established in the Selva Verde Ecological Field.
(18L, E = 463286.75m, S = 8764605.96m) from July 24 to November 14 in 2019 under
field conditions of temperature (18.83-27.64°C), relative humidity (55.06-93.83%) and

precipitation (4.72-6.95 mm.day!) recorded by a multiparameter (T-RH Elitech RC-51H).

2. Phytoremediation set up for Pb and Zn uptake

To test the capacity of bioaccumulation and translocation of lead (Pb) and zinc (Zn)
under field conditions, first plantlets of Tessaria integrifolia, Ricinus communis and Piper
aduncum were collected from riverside under authorization granted by the National
Forest and Wildlife Service - SERFOR (SERFOR- General Management Resolution N. 422-
2019-MINAGRI-SERFOR-DGGSPFFS). Then they were propagated by cuttings in clean
substrates (20% organic soil and 80% sand for Tessaria; 60% organic soil and 40 % sand
for Ricinus and Piper) under greenhouse conditions and were watered every two days
at 100% soil capacity during 30 days at vegetative stage. Then, the plants transferred

into three plots (1, 2 and 3 of 2.5m x 0.5m x 0.5m deep, see figure 1) at field conditions
11
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with clean agricultural soil and 1.5mm geomembrane, with lines distanced by 30cm and
watered at soil capacity. Each plot had inside a monocrop subplot (1Im x 0.5m with three
plants of each specie ordered in each line), an intercrop subplot (1Im x 0.5m with three
plants of each specie mixed in all lines), and reserve plants were established in a central
separation band (0.5m x 0.5m) between both subplots (see figure 1). The plot 1 was
watered with clean water collected from the nearby waterfall with very low metal
content (Pb: 0.0010 mg.I"* and Zn: <0.0026 mg.I%), the plots 2 and 3 were watered with
water collected from the Tulumayo river aside the field which carried metals due to the
influence of the mining residues upstream (Pb: 0.0086 mg.I* and Zn: 0.04 mg.I"). For
plots 1 and 2, the water was stored in a water tank (750Lt) and connected to the plot by
a dropping irrigation system, also mesh fence was placed (5m x 4m); the plot 3 was
stablished at the riverbank and watered by infiltration. Whole plants were assayed for 8
weeks (see figure 1). During the whole experiment, temperature, salinity, conductivity,
dissolved oxygen, total dissolved solids and pH of each irrigation water (500ml| sample)
were measured using a multi-parameter (Ampera model AL316) and an oximeter

(Milwaukee Model MW600).
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Figure 1. Design of the plots located in the Selva Verde Ecological Field. Distributed as
follows: Plot 1, watered with clean water extracted from the waterfall; plot 2, irrigated
with contaminated water taken from the river and plot 3, constantly irrigated on the
riverbank. Likewise, each plot was divided into three sub plots called ordered, disorderly
and reserve, where the species Tessaria integrifolia, Ricinus communis and Piper
aduncum were sown.

Physiological parameters in plants were collected each week, likewise, leaf area
recorded by remote sensing with “Easy Plant Leaf Area App”. Height measured with a
ruler from the base to the top part of the plant, also the shoot temperature of whole
plants was recorded using a temperature gun. At the end of the experiment, whole
plants were harvested, the root was washed and the whole plant was placed into big
plastic bags and transported under cold conditions to the Molecular Genetics and
Biotechnology Laboratory of the Universidad Cientifica del Sur (Lima). In the lab,
photographs were taken of each plant where the area and length were measured using

“Image J” software with the ruler tool, the fresh biomass of shoot, steam and roots were

recorded with 1kg balance.

To determine the metal concentration of plants, each biomass section (shoot, root and
stem) was finely grinded and dissolved in 100ml of distillated water, each sample was
filtered to remove big tissue residues and transferred to sterile plastic bottles, after that
those 45 samples were carried to SGS laboratory and tested for polymetallic

concentration by ICP-Mass spectrometry EPA 2008 method (Rev 5.4: 1994,
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Determination of Trace Elements in Waters and Wastes by Inductively Coupled Plasma)
where an aliquot of a well-mixed aqueous sample was allowed to settle overnight prior
the analysis (turbidity <1 NTU), then nitric acid was added and the sample was diluted
to a predetermined volume. Finally, the sample and the internal standards were
introduced by pneumatic nebulization into a radiofrequency plasma for desolvation,
atomization and ionization. The ions were separated based on their mass to-charge
ratio, transmitted through the quadrupole and detected by an electron multiplier; thus,
its information was processed by a data handling system and the laboratory reported
the polymetallic concentration of each sample. The samples discharge was conducted
according to the lab protocols, their metal concentrations did not exceed ECA allowed

limits (Peruvian Environmental Quality standards - OEFA, 2013).

The bioaccumulation in plants and tissues were calculated following the equation 1,
then the Bioaccumulation Factor (BCF) was calculated to determine metal tolerance
indexes in plants following the equation 2, and the Translocation Factor (TF) was
determined to show the movement of metals from the roots to the aerial zone according
to the equation 3. Also, Growth Rate (GR%) and Tolerance Index (T1%) were calculated
with the equations 4 and 5 assuming the species that absorbs the most by type of
irrigation and considering it the best species as the one with the highest

bioaccumulation.

Metal content (mg)

[Metallbiomass =

Biomass (kg) @

BCF — [Metal] root 5
"~ [Metal] soil ~(2)
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_ [Metal] aerial zone
- [Metal] soil

3)

GRY% = (Growth) condition 1 A
0T (Growth) condition 2™~ <

[Metal]lbiomass1

TI% =
% [Metal]lbiomass?2

®)

3. Water Pb-Zn concentration baseline

To determine the metal concentration in Tulumayo river and its direct and indirect
influence of SIMSA mining unit, three points were established (see figure 2): A, 50-100m
upstream La Esperanza dumping treatment pool; B, nearby La Esperanza dumping
treatment pool; C, 50-100m downstream La Esperanza dumping treatment pool; D, next
to field set up at the phytoremediation assay was established in the Selva Verde
Ecological Field and E, a blank sample taken in the waterfall with clean water. The
samples were taken by at the beginning of the experiment in order to establish a base
line of the zone according to the methodology reported by the National Water Authority
(ANA, 2016) in 500ml sterile plastic bottles, they were transported in refrigerated
conditions SGS laboratory for testing their polymetallic content according to EPA
method 2008, Rev 5.4: 1994. Determination of Trace Elements in Waters and Wastes by

Inductively Coupled Plasma - Mass Spectrometry as described in the section above. The

15
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Pb and Zn concentrations of the samples were contrasted with the current ECAs for

water (No. 003-2017-MINAM).
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Figure 2. Location of the sampling points of the plots with an aerial view of the pool of
the effluent treatment. A, 50-100m upstream La Esperanza dumping treatment pool; B,
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nearby La Esperanza dumping treatment pool; C, 50-100m downstream La Esperanza
dumping treatment pool; D, next to field set up at Selva Verde Ecological Field and E, a
blank sample taken in the waterfall with clean water.

4. Soil Pb-Zn concentration baselines

To determine the metal concentration in sediments, the samples were taken from the
same points of water samples (A, B, C and D, see figure 2) using the methodology
reported by Carpio (2016), the 500g surface samples were taken with a PVC pipe (5-
10cm deep) on the riverbanks and at the plots soil. They were placed in sterilized plastic
containers delivered to the SGS laboratory into refrigerated boxes for the polymetallic
analysis using the EPA method 3051A: 2007 method (Microware Assisted Acid Digestion
of Sediments, Sludges, Soils and QOils / EPA method 6020B: 2014) by Inductively Coupled
Plasma-Mass Spectrometry in SGS laboratory. This method required a previous
sedimentation of the sample that was diluted in ultra-pure water followed by the same
steps like for water samples. Then, the results were contrasted with the current ECAs
for soil (No. 011-2017-MINAM) and the referential legislation of the Canadian Sediment
Quality Guide for Aquatic Life Protection (CCME, 2001) due to the lack of national

sediment legislation.

5. Statistical analysis

The data was collected by triplicate. All data was normal and homogeneous, then tests
of analysis of variance (ANOVA) and mean differentiation by multivariable model and
Tukey test were performed. Whole analysis and graphs were done with SPSS statistical

software version 25.0.
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Results

1. Baseline of Pb and Zn concentration in water and sediments around the Tulumayo

river

The water samples analyzed along the riverbank of Tulumayo river showed higher
amounts of metals at B point where the dumping is located, also higher amounts of Pb
and Zn downstream the dumping at Selva Verde Ecological Field (D) than ones in the
upper basin (A) and waterfall (E) where water is clean. But all of them did not overcame
the limits (see table 1). While the content of Zn and Pb in agricultural soil and riverbank
sediments overcame the Peruvian soil limits of Pb at the river sediment of the dumping
zone (B) and downstream in the Selva Verde Ecological Field (D). Moreover, considering
the Canadian PEL limit both sediments of the plot watered with fluent water from the
river (D3) and the sediment of a natural influx channel next to the discharge zone of the
dumping pipe were highly overcame. By other side in the case of Zn, all sediments of the
dumping zone (B), stream influx at the pipe discharge (C), sediment of the plot watered
with river flow (D3) and other point of sediments at Selva Verde Ecological Field
downstream the dumping displayed really higher amounts than both 1SQL and PEL

Canadians limits due to lack of Peruvian regulation (see table 1).

Table 1. Baseline of Pb and Zn concentration in water and soil-sediment around the
Tulumayo river compared to the metal concentration permissible limits for drinking
water and cropping irrigation and cropping soil.

Sampling Point [Metal] Water [Metal] Soil
Baseline Pb (mg. I'}) Zn (mg. 1Y) Pb (mgke) Zn (mgkgl)
A e e <0.0006 <0.0026 Averban 4.469 40.699
Dumping zone 0.0483 0.5937 Aiverbank 135.013 1585.66
C Bownstreom 0.0012 0.0063 Fiverbank 62.838 472.647

dumping point sediment
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Selva Verde field -

D (1) clean water tank 0.00095 0.0026 Cropping soi 10.9165 76.882
Selva Verde field -
D(2) contaminated 0.0046 0.02945 Cropping soil 12.504 89.752
water tank
Selva Verde field - Riverbank
D(3)  anderome 00229 0.10645 sediment 56.901 559.01
D(4)  Fhavedefield= 0509 0.10645 et 550.6 917.864
river water sediment
E (5) worerfal cdean— 0,00095 0.0026 - -
Drinking water- 1 0.01 3 - - -
ECA limit
(Peru)
CfOppméi igrrr’gation 0.05 5 Cropping soil 70 _
I(Sg,(; ;I(;:;I)t Soil- sediment 91.3 315
FgaLnl ; r;l;’; Soil- sediment 35 123

2. Plant growth

The evaluation of average plant growth of whole plants of three species (see table 2)
showed that Piper aduncum plants had significantly bigger average fresh biomass (FW)
than Ricinus communis, being Tessaria integrifolia the smallest one. Moreover, the
average length (L) and area (A) were significantly higher in Piper aduncum and Ricinus
communis compared to Tessaria integrifolia which had the smallest biomass. Comparing
the tissues growth, the fresh biomass in the aerial zone was significantly four times
higher than root zones, there were no differences between stem and shoots (see table
2). Regarding the effects of watering, the plants were showed a progressive increase of
their leaf area during the eight weeks trial, there was a significantly higher leaf area
when the plants were irrigated with clean water (837.98a cm?) compared to ones
irrigated with river water (590.07b cm?) or contaminated water (704.22ab cm?). Also,
the 3 species showed significantly different leaf growth curves (see figure 3) where Piper

aduncum showed the highest leaf growth, followed by Ricinus communis and Tessaria
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integrifolia was the smallest. Nevertheless, there was a similar biomass, length, area
(see table 2) or temperature (see figure 3) due to irrigation conditions. Moreover, the
comparison between growth in monoculture and intercrop showed only greater fresh
biomass in Tessaria integrifolia in monocrop (30.1a g) compared to intercrop (17.4b g)
but no differences in length or area compared to intercrop ones, neither in leaf area
development (see table 2) neither in the other two species.

Table 2. Comparison of average growth and Pb and Zn bioaccumulation for three plant

species of Tulumayo riverbanks: Tessaria integrifolia, Ricinus communis and Piper
aduncum, in root and aerial (shoot and stem) tissues and watering categories of the

plants.
Biomass Length Area [Pb]biomass [ZNn]biomass
(9) (cm) (cm?) (mg Zn / Kg (mg Zn / Kg
biomass) biomass)
Specie
Tessaria integrifolia 22.51c 20.67b  224.04b 2.35a 18.01a
Ricinus communis 75.65b 34.86a 741.83a 0.59b 6.42b
Piper aduncum 126.05a 34.65a 844.76a 0.39b 4.04b
Tissue
Root 34.47b 30.42b  936.09a 1.35a 17.25a
Stem? 69.94ab  24.27b 166.62b 0.63a 7.63ab
Shoot? 62.29b 20.63b 572.42a 1.53a 12.16a
Aerial +2) 132.24a 44.91a 739.04a 0.94a 0.92b
Irrigation
Contaminated 72.54a 30.84a 639.58a 0.73b 7.67a
water
River water 46.93a 25.01a 529.27a 2.76a 16.81a
Clean water 90.83a 31.8la 604.64a 0.66b 7.65a
Cropping
Monocrop 77.34a 652.22a 31.71a 0.56b 59.39b
Intercrop 73.00a 571.09a 28.96a 1.48a 118.57a

A. Growth differences between Piper aduncum, Ricinus communis and Tessaria

integrifolia in plant tissue development

The differentiated growth of root and aerial (stem and shoot) tissues the three species
showed that Tessaria integrifolia showed significantly greater biomass (see figure 4A)
and length (see figure 4C) development in the aerial zone by 4 and 2 times the root zone
respectively, but the area was similar (see figure 4B). Also, there was no difference

between stems or shoots growth parameters. Similarly, Ricinus communis biomass and
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length were significantly higher in the aerial zone compared to the roots, as well as
higher than leaves biomass (see figure 4 A-C). Also, Piper aduncum showed significantly
3 times larger biomass in the aerial zone (see figure 4A) than the roots. Moreover, root
area and length of were significantly greater than shoots and stems (see figure 4 B-C),

but like the aerial zone.

a
219.60

Biomass (g)

Tessaria integrifolia  Ricinus communis Piper aduncum

B

Area [em?)

3 a
30033 3 2950

Tessaria integrifolia  Ricinus communis Piper aduncum

Length {em)

e 5304
a
48.30
= a
22.00
ac s 33 34 ‘, a7
20 25%s| b
2275

2057

= 15 ?9 15 Y} I

Tessaria mtegﬂfvhu Ricinus communis Piper aduncum

Tissue
® Aerial W Shoots u Roots W Stems

Figure 4. Development of the aerial and root zone of Piper aduncum, Ricinus communis
and Tessaria integrifolia. Development of stem (orange) and leaf (red) tissues from the
aerial zone (blue) as well as from the root zone (green) after 8 weeks of testing next to
the Tulumayo river. Considering the growth parameters Humid biomass Bio.T (A), Area
A.T (B), and Length L.T (C), the letters above the bars indicate the differentiation of
measurements by the Tuckey test.

21

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




¥ TRABAJO DE INVESTIGACION

UNIVERSIDAD

CIENTIFICA

B. Growth differences between Piper aduncum, Ricinus communis and Tessaria

integrifolia under three irrigation conditions

The differentiated growth under field irrigation with clean water, contaminated water

and river water

showed that Tessaria integrifolia developed significantly greater

biomass when watering was conducted with contaminated water in comparison with

clean water, but was equal when the irrigation was performed with clean water (see

figure 5A); no differences were found between the three irrigation conditions in area or

length development of the plants (see figures 5 B-C). Both Ricinus communis and Piper

aduncum did not show any significant difference in biomass, length or area development

due to the irrigation water during the trial (see figures 5 A-B-C).
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Figure 5. Development of the Piper aduncum, Ricinus communis and Tessaria integrifolia
species respect to irrigation conditions. The irrigation was performed with clean water
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(green), contaminated water (yellow) and contaminated water from the flowing river
(blue) for 8 weeks in the field trial next to Tulumayo river. Considering the growth
parameters Humid biomass Bio.T (A), Area A.T (B), and Length L.T (C), the letters above
the bars indicate the differentiation of measurements by the Tukey test.

3. Plant bioaccumulation of Pb and Zn

The average amount of bioaccumulation of metals concentration in fresh biomass per
plant ([Metal]viomass) Was significantly higher for both Pb and Zn in Tessaria integrifolia
than Ricinus communis and Piper aduncum. In average, the aerial length and biomass of
the aerial zone of whole plants was larger than roots, while the area was similar between
both zones (see table 2). Comparing tissues there was no significant difference in Pb
bioaccumulation between them. However, the Zn bioaccumulation in roots was 18 times
significantly higher than the aerial zone, but no difference was found between stem,
shoot or root (see table 2). Furthermore, the amount of Pb bioaccumulated in plants
irrigated with river water was significantly higher than those irrigated with clean and
contaminated water; while Zn bioaccumulation was equal at any irrigation condition
(see table 2). Moreover, the bioaccumulation of Pb and Zn in the biomass was greater
in intercrop (Pb: 0.84 and Zn: 24.47mg Pb. kg biomass™) compared to monocrop (see
table 2), as well as Tessaria integrifolia that showed highly biomass accumulation in
intercrop (Pb: 3.35a and Zn: 24.47a mg Pb. kg biomass™) compared to monocrop (Pb:
0.84b and Zn: 8.33b mg Pb. kg biomass™), no difference was found in the other two

species.
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A. Metal bioaccumulation differences between Piper aduncum, Ricinus communis and

Tessaria integrifolia in plant tissue development.

The differentiated Pb and Zn bioaccumulation in root and aerial (stem and shoot) tissues
biomass of the three species showed that Tessaria integrifolia had similar Pb
bioaccumulation in its whole tissues (see figure 6A) neither any difference between the
aerial and root zones. While its Zn bioaccumulation was 18 times significantly higher in
the root zone than the aerial one, no difference was found between root, shoots or
stems (see figure 6B). In the case of Ricinus communis, Pb bioaccumulation was
significantly higher in roots compared to stems, but not different to the aerial zone,
neither to shoots (see figure 6A), By other side, the Zn bioaccumulation was 39 times
significantly higher in the root than the aerial zone, but it did not showed any difference
with shoot or stem either (see figure 6B). Lastly, in Piper aduncum, the bioaccumulation
of Pb (see figure 6A) did not show any difference between tissues, while Zn
bioaccumulation in roots was 16 times significantly higher compared to the aerial zone,

not different to the shoots but higher than stems (see figure 6B).

[Pb] Biomass (mg Pb / kg Tissue)
[Zn] Biomass(mg Zn / kg Tissue)

a a_3a
0.450.51 a
030 035 0.26

0
Tessaria integrifolia Ricinus communis Piper aduncum Tessaria integrifolia Ricinus communis Piper aduncum

Tissue
B Aerial ® Shoots m Roots B Stems

Figure 6. Pb and Zn bioaccumulation in biomass the aerial and root zone of Piper
aduncum, Ricinus communis and Tessaria integrifolia. Pb and Zn variation in stem
(orange), shoots (red) tissues from the aerial zone (blue) as well as the root zone (green)
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for 8 weeks trial next to the Tulumayo river. The letters above the bars indicate the

differentiation of measurements by the Tukey test.

B. Metal bioaccumulation differences of Piper aduncum, Ricinus communis and Tessaria

integrifolia at plant tissue development and irrigation conditions

The differentiated Pb and Zn bioaccumulation according to the irrigation set up with

clean water, contaminated water and river water showed that Tessaria integrifolia had

greatly significant bioaccumulation of Pb and Zn when irrigation was conducted with

river water in comparison with both clean and contaminated water (see figure 7A). In

the case of Ricinus communis, only the Pb bioaccumulation was significantly higher

when the irrigation was done with contaminated water than clean water (see figure 7A),

but in the Zn bioaccumulation did not differ between the three types of water (see figure

7B). Lastly, in Piper aduncum bioaccumulated significantly higher Pb amounts under

river water irrigation than clean or contaminated water, with both later ones were

similar (see figure 7A), while Zn bioaccumulation was equal under the three types of

irrigation (see figure 7B).

60
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Figure 7. Accumulation of Pb and Zn in the species of Piper aduncum, Ricinus communis
and Tessaria integrifolia. Lead and zinc variation in plants according to irrigation water:
clean water (green), polluted water (yellow) and polluted river water (blue) at 8 weeks
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of testing along the Tulumayo river. Considering the accumulation parameters by Humid
biomass of Pb by Bio.T (A) and Zn by Bio.T (B); the letters above the bars indicate the
differentiation of measurements by Tukey test.

C. Tolerance Index (TI1%) to Pb and Zn and Growth Rate (GR%) Tessaria integrifolia,

Ricinus communis and Piper aduncum of different plant tissues and under different types

of irrigation

The Tolerance Index (T1%) that show the capacity of a species tissue to tolerance the
metal assuming as the 100% the species which absorbs the most or the irrigation with
clean water. The species that bioaccumulate more Zn and Pb was Tessaria integrifolia
(see table 2), therefore, it was the 100% for the Tl of tissues showed in table 3. The
tissues of Ricinus communis as much reached 38% of Zn tolerance and 35% in Pb
tolerance in roots, being lower in stems and shoots. Also, as specie only showed 25%
and 35% correspondingly to total Pb and Zn tolerance of Tessaria integrifolia (100%).
While Piper aduncum showed lower tolerance, only reached 16% and 22% of tolerance

to Pb and Zn in regard to Tessaria integrifolia.

Table 3. Tolerance Index (TI%) of Pb and Zn biomass of the aerial and root zones of
Ricinus communis and Piper aduncum respect to Tessaria integrifolia.

Species Tissues Pb Zn Species Tissues Pb Zn

P TI%  TI% P TI%  TI%

Root 3513 38.66 Root  19.70 22.23

Ricinus Stem! 2251 2691 d Stem!  19.27 26.06

communis Shoot? 2150 37.45 P'pr‘zrsse‘cjt”foum Shoot? 1334 20.20
respect to Aerial Tessaria Aerial

| Ttess-af‘ri? 02, 21.07 30.95 ntegnfolia w2 17.29 24.28
Integrifolia Total Total

RG 25.10 35.64 PA 16.60 22.42

The Tolerance Index (TI%) and the Growth Rate (GR%) of the development while

irrigated with contaminated water, river water with respect to clean water (100%) in
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each specie is shown in table 4. Both Tessaria integrifolia and Piper aduncum develop
less biomass, area and length when irrigation was done naturally by the flowing river
water, at the same time both accumulated and tolerated higher amounts of Pb and Zn,
showing Tls of 513% for Pb and 268% for Zn in Tessaria integrifolia (see table 4). While
those Tls were 235% and 130% for Pb and Zn respectively in Piper aduncum (see table
4). The specie Ricinus communis displayed the lowest GRs when irrigated with
contaminated water, under this irrigation type their Pb and Zn Tls were 233% and 210%
respectively (see table 4). Therefore, Tessaria integrifolia is the one that showed the
highest tolerance to Pb and Zn with less biomass development.

Table 4. Tolerance Index (TI%) and Growth Rate (GR%) of the type of irrigation of the
three species of plants (P) of the banks of the Tulumayo river of the development in

contaminated water (CW) and river water (RW) compared to clean water (CLW).

Growth Rate (GR%) Tolerance Index

(T1%)

Species Type of Biomass Length Area Pb Zn

P irrigation % % % % %
Tessaria CW/CLW 170.51 131.50 142.84 76.94 73.86
integrifolia RW /CLW 36.05 75.01 95.57 513.74 268.46
Ricinus CW/CLW 36.82 76.76 84.50 233.26 210.31
communis RW /CLW 74.57 79.86 92.77 185.38 138.47
Piper CwW/CLW 100.00 101.05 117.94 118.95 81.24
aduncum RW /CLW 36.54 79.17 80.50 235.93 130.20

D. Bioconcentration Factor of Zn and Pb (BCF) in Tessaria integrifolia, Ricinus communis

and Piper aduncum under different types of irrigation

The Bioconcentration Factor (BCF) for the three types of irrigation in the species Tessaria
integrifolia, Ricinus communis and Piper aduncum (see table 5) did not exceed or equal
the value of 1, so none of these species was hyperaccumulative, although the species
Tessaria integrifolia displayed the highest BCF values respect to Ricinus communis and

Piper aduncum, therefore, it tends to develop in soils with greater amount of Pb and Zn
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bioconcentration the metals in its roots, and at the same time develops the lowest
biomass, being a potential candidate for a phytoremediation process. In average
Tessaria integrifolia showed a BCF of 36% for Pb and 41% for Zn, which were higher than
the BCFs of Ricinus communis and Piper aduncum. It is notably that the higher BCF were

displayed in clean water, reaching 46% for Pb and 78% for Zn.

Table 5. Bioconcentration Factor (BCF) of Pb and Zn of Tessaria integrifolia, Ricinus
communis and Piper aduncum respect to irrigation with clean water (CLW),
contaminated water (CW) and river water (RW).

Root/soil Root/soil Root/soil | Plant/soil Plant/soil Plant/soil | Plant/soil

BCF
CLW Cw RW CLW cw RW average
Species/me
Pb Zn Pb Zn Pb Zn Pb Zn Pb Zn Pb Zn Pb  Zn
tal

Tessaria 02 03 01 02 01 01|04 07 03 05 03 03|03 04
integrifolia 1 6 4 9 0 4 6 8 4 8 4 2 6 1

Ricinus 00 01 01 02 00 00|01 02 02 04 00 00|00 01
communis 7 2 2 3 2 2 2 3 8 8 4 5 7 2

Piper 00 01 00 00 00 00|01 02 01 01 00 00|00 o00

aduncum 5 1 4 7 1 2 0 2 1 8 3 4 5 8

E. Translocation Factor of Zn and Pb (TF) in Tessaria integrifolia, Ricinus communis and

Piper aduncum under different types of irrigation.

The Translocation Factor (TF) for the three species (see table 6) explain how the plants
tend to transport a greater amount of metal from the root to the top (shoots), these TF
desirable values are close or exceed the value 1. Tessaria integrifolia, when exposed to
irrigation by flowing river water, showed a TF for Pb almost 200% (1.92) and 91% for Zn,
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this plant was translocating these metals from the root to the shoot. Under clean water
irrigation it also translocates the highest amounts compared to the other species. Piper
aduncum showed that it accumulates the same amount Pb in the root and shoot when
it was irrigated with and river water (110%) almost with contaminated water (107%).
Finally, Ricinus communis almost accumulate similar amounts of Pb and Zn in both root
and shoot under river water irrigation showing a TF of 96% for Zn and Pb. No one of the
species translocate relevant amounts of metal from the root to the stems.

Table 6. Translocation Factor (TF) of Pb and Zn of Tessaria integrifolia, Ricinus communis

and Piper aduncum respect to irrigation with clean water (CLW), contaminated water
(CW) and river water (RW).

Translocation Factor (TF) cLw cw RW
Tissue Species Pb Zn Pb Zn Pb Zn

Tessaria integrifolia 0.55 0.06 0.73 0.05 0.95 0.06

Aerial / Root
Ricinus communis 0.37 0.04 0.58 0.05 0.35 0.04
Piper aduncum 0.48 0.05 0.92 0.07 0.72 0.08
Tessaria integrifolia 0.68 0.69 0.72 0.46 1.92 0.91
Shoot / Root Ricinus communis 0.54 0.52 0.87 0.71 0.96 0.96
Piper aduncum 0.54 0.50 1.10 0.78 1.07 0.81
Tessaria integrifolia 0.44 0.51 0.79 0.52 0.44 0.40
Stem / Root Ricinus communis 0.26 0.33 0.41 0.35 0.22 0.23
Piper aduncum 0.40 0.43 0.71 0.60 043 0.71
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Discussion

1. Pb and Zn concentration baseline in the water, sediments and plant roots along the

Tulumayo basin

The waterfall water was distributed through a pipe to the lower part of the valley where
the farms are located whose Pb concentrations was really lower than other points in the
Tulumayo basin, this values are lower than the ECA limits, so still being used as drinking
water for humans in the zone (ECA, 2017). While the water from the river is used for
irrigation of crop fields, it is evident that the river carries the metal which probably are
transported to the soil through drainage, other factor is that the dumping pool does not
have an stronger mesh to avoid transportation of the residues by the wind. Reports of
citizens and local authorities indicate that during the high torrent season of the river,
there were discharges through the pipe that comes from the dumping pool which
contain mining residues. Likewise, other studies also found that the content of metals
(Fe, Zn, Pb and Mn) in places influenced by mines which exceed normal ranges of soils
and water promoting high tolerance to metals in the species of the zone (Nouri et al.,
2011; Pan et al., 2019). In the case of Zn, it worries that its concentration in the river
were 66 times higher than in clean water, that also may affect the cropping fields, fishing
and animals that grow around the basin. This study is the first one that makes a baseline

in the amount of Pb and Zn in this basin.

On the other hand, the sediments, at the upstream part they seem to be not influenced
by the residues of Pb where cropping soil is collected for greenhouse cropping activities
in the zone soil. But riverbank sediments showed Pb concentration almost 15 times

higher than clean soil, also the Zn in the sediment was approximately 10 times higher
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than that of clean soil too. Moreover, the quantities found nearby the dumping zone
were really higher than clean soil evidencing a lack of treatment and care of this
riverbanks there might be a contamination influx. Previous studies reported differences
between the amounts of Pb metals in deep clean soils and surface soils surrounding
mines (Nouri et al., 2011; Hashemi, 2012) as in our case. It is possible a transmission
through wind, fog or rain from the dumping pool residual powder or any irresponsible
discharge to the river, in agreement with other studies that have shown higher
concentrations of Pb and Zn in soils influenced by mining activities in contrast to
agricultural soils, exceeding the limits by approximately 40-80% metal content than

clean soils (Pan et al., 2019).

2. Mining impact in the Tulumayo basin and plant phytoremediation potential

A. Pb and Zn accumulation in Amazonian plants like Ricinus communis, Tessaria

integrifolia and Piper aduncum

The growth analyses of the three species in their Amazon forest habitat (Peruvian jungle
in Tulumayo basin) show that Tessaria integrifolia to develop less biomass and
simultaneously is capable to bioaccumulate a greatest amount of metals like Pb
(2.35mg.kg') and Zn (18mg.kg?), bioaccumulating four times more than Ricinus
communis and Piper aduncum under field conditions considering all environmental
factor in a natural soil environment, contrasting with studies carried out under
controlled conditions where high quantities of metal were added to sunflower and
mustard crops, which bioaccumulates Pb among 50-200 mg mg.kg™* (Niu et al., 2007).
Likewise, other studies also found metal bioaccumulation (Fe, Zn, Pb and Mn) capacities

in 12 species developed in zones influences by mines (Nouri et al.,, 2011; Pan et al.,
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2019). The plants adapted to this Amazonian zone showed in the trial that tend to
develop more their aerial zone (stems and leaves) where mostly bioaccumulate the Zn

compared to the root zone where display higher Pb concentration.

In Ricinus communis for Pb bioaccumulation was higher in the roots, contrary to
Tessaria integrifolia and Piper aduncum no difference was found between the root and
aerial zones according to another studies (Yoon et al., 2006; Subhashini et al., 2013), but
in contrast with reports of Ricinus which bioaccumulates higher Pb concentrations in the
aerial zone than in the roots (NIU et al., 2007). While the Zn was highly bioaccumulated
in roots in the three species compared to the aerial zone corresponding to some
previous reports where roots have greater power to absorb heavy metals (Carrol, 1968b;
Yoon et al., 2006; Marques et al., 2007). Similarly, other studies had highlighted that in
some species both Pb and Zn were more concentrated in the roots compared to shoots
(Mahdavian et al., 2015 Carrol, 1968a; Fernandez et al., 2016; Salama et al., 2016).
However, contrasting to our research, other studies demonstrated that Piper aduncum
showed greater Zn accumulation in leaves tissues (Hartemink, 2011) as well as studies
in other species that found the same (Udiba et al., 2020). Moreover, other reports do
not show difference between the aerial and root zones for Zn bioaccumulation
(Wilkinson et al., 1968), all this evidence a high variability between species and the

bioaccumulation capability of root and aerial tissues.
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B. Pb and Zn accumulation in Ricinus communis, Tessaria integrifolia and Piper aduncum

according to their irrigation water metal content and cropping set up.

Irrigation with flowing river water is the one that presented the highest amount of Pb
and Zn bioaccumulated in the plants. Tessaria integrifolia demonstrated to accumulate
more Zn in the biomass under these conditions; according to other studies that found
that plants tend to accumulate more metals when grown in soils with higher
accumulation of metals (Hashemi, 2012). While Ricinus communis and Piper aduncum
did not show concentration differences respect to irrigation, especially about Zn
bioaccumulation, contrasting with studies were plants watered with a lower metal
concentration absorb a greater amounts than ones grown under very polluted water
(Khalid et al., 2017). Moreover, when the plants were irrigated with the water stored in
tanks, with clean water they developed greater biomass compared to irrigation with
contaminated water where the length was greater. This variances might be a result of
the adaptation and growth mechanism when submitted to variances in the metal
content of the soil environment, and probably an stress adaptation of metal tolerance
of the roots and its trend to develop longer tissues under irrigation with contaminated
coinciding with previous studies (Manan et al., 2015). Nevertheless, other research
mentioned that plants grown in uncontaminated soils tend to absorb lower

concentrations of metals than those grown in contaminated soils (Yoon et al., 2006).

Tessaria integrifolia had a greater bioaccumulation of both metals without difference
between intercrop or monocrop lines, also it developed higher biomass when grown in
monocrop conditions, contrasting reports in Pteris vittata which presented lower Pb

and Zn bioaccumulation when grown in intercrop lines (Zeng et al., 2019). Ricinus
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communis and Piper aduncum did not present difference with respect to the cropping
set up, in contrast with other studies that demonstrated that Ricinus communis planted

with Medicago sativa accumulated more Cd than sole crop (Xiong et al., 2018).

C. Phytorremediation potential of Ricinus communis, Tessaria integrifolia and Piper

aduncum for Amazonian environments: Bioconcentration and Translocation

The Bioconcentration Factor (BCF) is an index that indicates the potential of a plant to
be considered as phytoremediator. Tessaria integrifolia species was shown to absorb
almost 4-6 times more amount of Pb and Zn than what Ricinus communis and Piper
aduncum their BCF values below 1 under field conditions with usual amounts of metals
in the irrigation water and soil of this Amazonian zone. Being the Tessaria integrifolia
the one with the highest BCF, while other experiments had generally reported BCFs
upper than 1 in controlled conditions and over biodisponibility of metals due to a higher
intake of them in the soil, in order to be ideally considered a hyperaccumulatory plant
to phytoextraction, but most of those trials are performed under unreal environmental
conditions where plant response in not the same that under field conditions (Manan et
al., 2015; Xiong et al., 2018). Nevertheless, studies performed under conditions more
similar to real environments, the BCF reported was 0.1 to 0.2 in Centella asiatica and
other plants (Manan et al., 2015; Yoon et al., 2006), in agreement with our research
where our BCF for Zn and Pb varies from 0.2 to 0.6, those plants also can be reported
as phytoremediation potential species, specially Tessaria integrifolia since its higher BCF
and low biomass rate gives it extra capacity for phytoremediation processes according
to Xiong et al. (2018) and Udiba et al. (2020). As the later studies, others reported BCF

of 0.47 to 1 close to our experiment and their plants were considered ideal for
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phytoextraction (Marques et al., 2007). Moreover, Ricinus communis was reported as

not hyperaccumulator of Zinc by Olivares et al. (2013) according to our results.

The Translocation Factor (TF) show the capacity of the plant to translocate the metals
from the roots to the upper part, for the three species their TFs showed that the in this
trial the constantly exposure of the plants to higher concentrations of Pb and Zn carries
an effect of the infiltration of contaminated water from rivers and watering pipes in the
soil, which also happen from the riverbed to the riverbank and to the cropping farms.
So, those native plants might be adapted to this flow and tend to absorb the metal by
their roots, then transfer it towards the upper part according to other studies where the
TFs were closer to 1 in species like Capsicum annuum, Phyllanthus niruri, Clidemia Sp,
Plectramthus sp, Inga Edulis, Centella asiatica and Orthosiphon stamineus (Manan et al.,
2015; Marrugo et al., 2016). In our case, Tessaria integrifolia, when exposed to irrigation
by constantly flowing river water, constantly transferred to the leaves almost 200% (TF:
0.91Pb to 1.95Zn) of what the root accumulates, Piper aduncum only transferred most
of Zn and Pb absorbed in its root to the shoots showing TFs from 1.07 and 0.81

respectively, but Ricinus communis did not translocate the root metal concentration.

Thus, the species with the best phytoremediator profile under field conditions is
Tessaria integrifolia, given its capability to bioaccumulate a greater amount of Pb and
Zn in less biomass, developing fewer leaves with thicker and resistant stems. and
stabilize the metal in its aerial zone facilitating a next step for metal removal and dry
biomass inmobilization. While Ricinus communis has phytoextractor and

phytostabilizing potential, transferring the metal accumulated in the root to the aerial
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zone, but developing more biomass. Finally, Piper aduncum is not a potencial
phytoremediation due to its lower capacity to absorb and stabilize metals in its roots.
Therefore, Tessaria integrifolia could be a potential plant to phytoremediate Amazonian

zones impacted by mining contamination.

3. Future applications of the species of Tessaria integrifolia

Throughout the world, natural resources and ecosystems have suffered strong
degradation due to intensive use and irrational management due to mining activities in
Peru. Large areas of soils had been directly and indirectly contaminated by metals,
nowadays this effect reversed in a sustainable way through to eco-friendly technologies
such as phytoremediation of metals using plant species with accumulator/extractor
potential. This technique can reduce the concentrations of metals in the soils and water
bodies in long terms, avoiding environment degradation, and bioaccumulation of metals
in agronomic fruit or crops that may be edible by humans and animals. As a result of this
research, Tessaria integrifolia is a greater option to recover the Amazonian
environments like the Tulumayo Basin in Peru due to its potential phytoremediator
capacity. Sadly, there are no studies like this in the Amazonian area of Peru where metal
contamination mitigation is a strong need for this environments, i.e. Madre de Dios
region and other zones where mining in the main legal and illegal activity that risks the
health of the population (Osores et al.,, 2012). This specie does not require
monocropping, its better performance as phytoremediator is in intercrop as in wild
conditions. Moreover, the implementation of phytoremediation with native plants has
lower cost of implementation due to previous adaptation to environmental conditions

and reduces the risk of ecological impacts of habitat loosing due to introduction of
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foreign species. In this perspective, our proposal would have a great positive and eco-
friendly environmental impact as a sustainable option to bioremediate soils and water

bodies according to previous reports (Argielles et al., 2006; De Barros et al., 2016).

Conclusions
The three species from the Tulumayo riverbank bio accumulated Pb and Zn and grew
well when constantly irrigated with river water in field conditions, they are vital part of
the ecological restoration system of the Tulumayo river, mitigating the effects of metal

contamination in the surrounding agricultural soils.

The concentrations of Pb and Zn found in the sediments and water bodies of Tulumayo
river were lower at the upper basin compared to dumping zones and downstream basin
in cropping fields. None of water samples overcome the water quality limits, but some

soil samples overcame soil quality limits nearby the dumping zone.

Tessaria integrifolia showed greater absorption, bioconcentration and translocation
capacity of Pb and Zn in less biomass development than Piper aduncum and Ricinus
communis. All three species tend to accumulate and translocate more metals to upper

part when irrigated with flowing river water.

Tessaria integrifolia is the one with best phytoremediator potential for recovery of

mining impacted environments as a sustainable option for Amazonian zones in Perd.
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Figure 1S. Irrigation water physicochemical parameters: pH (A), temperature (B),
dissolved oxygen in ppm (C), conductivity in uS (D), total dissolved solids in ppm (E),
salinity in ppm (F). Clean water (Green Line), contaminated water (Yellow Line) and river
water (Blue Line).
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Il. VERSION EN CASTELLANO

EVALUACION DE LA RIZOABSORCION EN PLANTAS
(Tessaria integrifolia L., Ricinus communis L. and Piper
aduncum L.) DE LA RIBERA DEL RIO TULUMAYO
(CHANCHAMAYO, JUNIN) INFLUENCIADAS POR

EFLUENTES MINEROS

Resumen
Las zonas amazonicas del Perd abarcan dreas agrondmicas y rios que estan siendo
influenciados por actividades mineras de extraccion de metales pesados que operan
desde hace mas de 20 aflos como en la cuenca del rio Tulumayo, donde las plantas
nativas pueden tener potencial de fitorremediacién. Esta investigacién evalud una linea
base del contenido de Pb y Zn en el suelo y agua de la cuenca del rio Tulumayo en Peru,
asi como los factores de crecimiento, bioconcentracidn y translocacidn de estos metales
en Tessaria integrifolia, Ricinus communis y Piper aduncum en condiciones de campo
durante 8 semanas en monocultivo e intercalado bajo riego de agua limpia,
contaminaday de rio; analizando muestras de suelo, sedimentos, agua y plantas a través
de espectrometria de masas. El contenido de Pb y Zn se registrd para la linea base a lo
largo de la cuenca del rio Tulumayo, donde las zonas no influenciadas por la mineria
tienen menor concentracidon de metales. Asimismo, el ensayo de fitorremediacién de las
tres especies indicé que acumulan y trasladan diferentes tasas de metales. Tessaria
integrifolia fue el mayor bioacumulador de Pb y Zn en la biomasa mas baja mientras se
riega con agua de rio y podria ser una potencial planta fitorremediadora para recuperar

de manera sustentable los ambientes amazdnicos.
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Introduccion
Los rios amazdnicos son vitales para los ecosistemas selvaticos que nacen en la zona
oriental andina y llegan al océano Atlantico en Peru, Colombia y Brasil (Campoblanco,
2000; Barthem et al., 2005). En estos ultimos afos el agua esta siendo impactada por
residuos metalicos de mineria y refinerias (Schweitzer, 2018; Castro, 2017),
especialmente por sedimentos metdlicos que contaminan el suelo y el agua que se
utiliza para el consumo humano y animal, asi como para la agricultura (Cardenas, 2015),
siendo un potencial conflicto futuro debido a la calidad del agua en las poblaciones
alrededor de esos rios (Alvarez et al.1, 2014). Esto en realidad estd sucediendo en
muchas tierras altas centrales peruanas como Pasco (Van Geel, 2012), también en zonas
selvaticas de Junin como el rio Tulumayo que fue afectado por los residuos de Pb y Zn
de la Compaiiia Minera San Ignacio de Morococha S.A.A. (SIMSA S.A.A.), donde la unidad
minera explota mineral como Pb y Zn (BVL, 2017). En la Resolucién Directoral No. 671-
2014-OEFA / DFSAI / PAS de la Organizacion Nacional de Evaluacion e Inspeccion

Ambiental (OEFA) encontraron fallas en sus residuos de tratamiento (OEFA, 2013, 2014).

Metales como el plomo y el zinc son toxicos para la flora y fauna terrestre y acuatica
(Jaramillo, 2012; OEFA, 2013, 2014); podrian unirse como hidréxidos y oxidos
adsorbidos en los sedimentos o en la materia organica (Quispe et al., 2017), luego
generan efectos toxicos en los sistemas biolégicos afectando la asimilacion de nutrientes
y acumulandose en los tejidos (Navarro et al.,, 2007). Los residuos de las empresas
mineras pueden estar bien tratados para reducir su impacto negativo en los cuerpos de
agua, pero en Peru esta es la principal causa de contaminacion del agua (Jara-Pefia et

al., 2017) causando una degradacién ambiental y ecolégica significativa como alto riesgo

50

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥ TRABAJO DE INVESTIGACION CIENTIFICA

de metales de contaminacién en humanos (Byrne et al., 2012; OEFA, 2013, 2014), a
través de la acumulacion de estos metales en las redes tréficas acuaticas desde bacterias
y organismos detritivoros hasta invertebrados, plantas, peces y humanos (Rubio-
Franchini, 2011; Londofio et al., 2016). En el ser humano, su bioacumulacién en rifién,
higado, cerebro y huesos inhibe la sintesis de hemoglobina y causa deficiencia
neuroldgica, hipertensién, enfermedades cardiovasculares como gastricas y riesgo de
cancer de prostata (Igic et al., 2002; Rubio et al., 2007; Plum et al., 2010; Gonzdlez-
Reimers, 2017). Asimismo, puede afectar la productividad de los cultivos (Fernandez,
2012; Cuadra, 2018) provocando retrasos en el crecimiento y disminuciéon de nuevos
brotes, frutos y semillas, asi como la alteracidn de la actividad enzimatica y desequilibrio
hidrico (Chavez, 2014; Forsythe et al., 2010; Amezcua, 2017). Ademas, la ventaja de las
plantas que se cultivaron en estas zonas contaminadas ha estado en gran parte
expuestas a metales que desarrollaron tolerancia y propiedades potenciales de
fitorremediacién que podrian ser una opcidén para restaurar aquellos ambientes que
ahora no estan siendo atendidos por el gobierno debido a los estandares nacionales de

calidad (ECA), ya que no son muy estrictos con los limites del metal ni en sus efectos.

Por otro parte, las alternativas de remediacidon necesarias aun no se han estudiado en
las zonas selvaticas de Perd, donde la contaminacién por metales sigue siendo un gran

problema (Jara-Pefia et al., 2017).

La fitorremediacién es una tecnologia amigable con el medio ambiente y asequible para
recuperar recursos naturales que han sido modificados o impactados por diferentes

contaminantes que se filtran al suelo o al agua (Khan et al., 2013; EPA, 1999), con el fin
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de estabilizar, reducir o acumular metales pesados en plantas (Nufiez et al., 2004), a
través de vias metabdlicas relacionadas con microbios de raices (Cubillos et al., 2014;
Agudelo et al., 2005; EPA, 1999) para limpiar suelos, sedimentos o agua (Kabra et al.,
2012) a través de un proceso relativamente lento. Idealmente es necesario encontrar
plantas tolerantes porque menos del 0,2% de las angiospermas tienen esta capacidad
de absorber (Ginocchio, 2004). Las plantas podrian absorber los metales por las raices y
translocarlo en gran medida en el brote (Marques et al., 2004; EPA, 1999); es decir, la
fitotolerancia al Pb y al Zn también puede resultar en una fitoestabilizacion en las raices
evitando una alta translocacién a las partes superiores de la planta minimizando la
biodisponibilidad de metales en el suelo (Reeves, 2006; Dueck et al., 1986; Charma,
2014) o rizofiltracion (EPA, 1999) como ocurre con el Pb, Cd, Cu, Ni, Zny Cr en suelos y
aguas subterrdneas (Etim, 2012). La mayoria de estos estudios solo se habian probado
en condiciones controladas, pero no en ubicaciones reales contaminadas; ademas, la
vegetacion riberefa del Amazonas participa en la regulacién de los ecosistemas y
estabiliza los contaminantes hacia los cuerpos de agua (Rodriguez, 1990; Gamarra et al.,
2018); las especies, como Tessaria integrifolia, Ricinus communis y Piper aduncum ya
estan adaptadas a este clima humedo y cdlido de esta zona del pais (Douseau et al.,
2014) y han estado rodeadas de agua con metales durante mucho tiempo y
probablemente han desarrollado tolerancia a los metales. También se encuentran
considerables resistencias a la sequia (DiTomaso, 2013), no comestibles para los
animales (Brako y Zaruchi, 1993; Gupta et al., 2011), por lo que estas plantas del rio

Tulumayo podrian ser una alternativa a la fitorremediacién en este ambiente.
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En esta investigacion se investigard una alternativa bioldgica y factible de
fitorremediacién para la recuperacién de suelos selvaticos a través de las especies
mencionadas anteriormente, para estudiar su indice de bioacumulacion y translocacién
debido a las condiciones adversas en el drea de investigacion bajo las mismas

condiciones selvaticas (Chavez, 2014; Lopez, 2014).

En el Perd, se requieren todos los esfuerzos para desarrollar biotecnologias para
recuperar los rios ya que constituyen las aguas de riego para cultivos, frutales o para
depuracion; evitando potenciales fendmenos de bioacumulacidn en animales, frutos y

humanos como un gran riesgo para la salud humana y la calidad ambiental.

Metodologia

1. Material bioldgico y drea de campo

Esta investigacion probd la potencial capacidad de fitorremediacidén de tres especies
nativas de la selva amazdnica (Silva et al., 2018): Tessaria integrifolia (Pajaro bobo), Piper
aduncum (Matico) y Ricinus communis (Higuerilla), en condiciones de campo cercanas

al rio Tulumayo ubicado en San Ramdn en la provincia de Chanchamayo (Junin, Peru).

Estas especies no son comestibles para los animales y crecen naturalmente en los bordes
de caminos y riberas himedas de la zona (Duran, 2010; Brako, 1993; Gupta et al., 2011;
DiTomaso et al., 2013). A lo largo del valle del rio Tulumayo se realizé la linea base para
Zn y Pb en suelos y aguas. El ensayo de fitorremediacidén se establecié en el area de
campo del Fundo Ecolégico Selva Verde (18L, E =463286.75m, S = 8764605.96m) del 24

de julio al 14 de noviembre de 2019, bajo condiciones de temperatura ambiente (18.83-
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27.64°C), humedad relativa (55,06-93,83%) y precipitacion (4,72-6,95 mm / dia)

registrados por un multiparamétrico (T-RH Elitech RC-51H).

2. Establecimiento de fitorremediacidn para la absorcién de Pb y Zn

Para probar la capacidad de bioacumulacién y translocacién de plomo (Pb) y zinc (Zn)
bajo condiciones de campo, se recolectaron las primeras plantulas de Tessaria
integrifolia, Ricinus communis y Piper aduncum de la ribera con la autorizacién de
investigacion otorgada por el Servicio Nacional Forestal y de Fauna Silvestre - SERFOR
(SERFOR - Resolucion de Direccion General N. 422-2019-MINAGRI-SERFOR-DGGSPFFS).
Luego se propagaron mediante esquejes en sustratos limpios (20% suelo organico y 80%
arena para Tessaria; 60% suelo orgdnico y 40% arena para Ricinus y Piper) bajo
condiciones de invernadero y se regaron cada dos dias al 100% de la capacidad del suelo
durante 30 dias en etapa vegetativa. A continuacién, las plantas se trasladaron a tres
parcelas (1, 2y 3 de 2,5m x0,5m x 0,5m de profundidad, ver figura 1) en condiciones de
campo con suelo agricola limpio y geomembrana de 1,5mm, con lineas distanciadas
30cm y regadas a capacidad del suelo. Cada parcela tenia dentro una subparcela de
monocultivo (Im x 0.5m con tres plantas de cada especie ordenadas en cada linea), una
subparcela intercalada (1m x 0.5m con tres plantas de cada especie mezcladas en todas
las lineas), y las plantas de reserva se establecieron en una banda de separacién central
(0,5m x 0,5m) entre ambas subparcelas (ver figura 1). La parcela 1 se regd con agua
limpia recogida de la cascada cercana con muy bajo contenido de metales (Pb:
0.0010mg.I-1 y Zn: <0.0026 mg.l-1), las parcelas 2 y 3 se regaron con agua recolectada
del rio Tulumayo a un lado del campo que cargaba metales por la influencia de los

residuos mineros aguas arriba (Pb: 0.0086mg.I"ly Zn: 0.04mg.I"). Para las parcelas 1y 2,
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el agua se almacend en un tanque de agua (750Lt) y se conectd a la parcela mediante
un sistema de riego por goteo, ademas se coloco una cerca de malla (5m x4m); la parcela
3 se establecidé a la orilla del rio y se regd por infiltracion. Las plantas completas se
analizaron durante 8 semanas (ver figura 1). Durante todo el experimento, se midieron
la temperatura, salinidad, conductividad, oxigeno disuelto, sélidos disueltos totales y pH
de cadatipo de riego (muestra de 500ml) utilizando un multipardmetro (modelo Ampera

AL316) y un oximetro (modelo Milwaukee MW600).
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Figura 1. Disefio de las parcelas ubicadas en el Fundo Ecoldgico Selva Verde. Distribuida
de la siguiente manera: Parcela 1, regada con agua limpia extraida de la catarata; parcela
2, regada con agua contaminada extraida del rio y parcela 3, regada constantemente
por agua de rio en la ribera. Asimismo, cada parcela se dividié en tres subparcelas
denominadas ordenadas, desordenadas y reserva, donde se sembraron las especies
Tessaria integrifolia, Ricinus communis y Piper aduncum.

Se recogieron semanalmente los parametros fisioldgicos de las plantas, asi mismo se

registro el area foliar por teledeteccidon con la aplicacién “Easy Plant Leaf Area”. La altura
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medida con una regla desde la base hasta la parte superior de la planta, también se
registrd la temperatura de los brotes de plantas enteras usando una pistola de
temperatura. Al final del experimento, se recolectaron plantas enteras, se lavé la raiz y
se colocd toda la planta en grandes bolsas de plastico y se transporté en frio al
laboratorio de Genética Molecular y Biotecnologia de la Universidad Cientifica del Sur
(Lima). En el laboratorio, se tomaron fotografias de cada planta donde se midié el area
y la longitud usando el software “Image J” con la herramienta de regla; la biomasa fresca

de brote, tallos y raices se registrd con una balanza de 1kg.

Para determinar la concentraciéon de metales de las plantas, cada seccion de biomasa
(brote, raiz y tallo) se triturd finamente y se disolvié en 100ml de agua destilada, cada
muestra se filtrd para eliminar los grandes residuos de tejido y se transfirid a botellas de
plastico estériles, luego de eso, 45 muestras fueron llevados al laboratorio de SGS y se
analizaron para determinar la concentracién polimetalica mediante el método ICP-
espectrometria de masas EPA 2008 (Rev 5.4: 1994. Determinacion de oligoelementos en

aguas y desechos por plasma acoplado inductivamente)

La bioacumulacién en plantas y tejidos se calculd siguiendo la ecuacién 1, luego se
calculé el Factor de Bioconcentracién (FBC) para determinar los indices de tolerancia a
metales en plantas siguiendo la ecuacion 2, y se determind el Factor de Translocacién
(FT) para mostrar el movimiento de metales desde las raices a la zona aérea segun la

ecuacién 3. Asimismo, se calculé la Tasa de Crecimiento (TC%) y el indice de Tolerancia
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(IDT%) con las ecuaciones 4 y 5, asumiendo la especie que mas absorbe por tipo de riego

y considerandola mejor especie como la de mayor bioacumulacién.

Contenido de metal (mg)

(1)

Metal]bi =
[Metallbiomasa Biomasa (kg)

Factor de b lacin = [Metal] raiz 5
actor de bioacumulacion = [Metal] suelo .. (2)

Factor de t I » [Metal] zona aérea 3
actor de translocacién =
: [Metal] suelo &)

TC% = (Crecimiento) condicion 1 4
0~ (Crecimiento) condicién 2 - (4)

[Metallbiomasa 1

IDT% = ..(5
% [Metallbiomasa 2 ®)

3. Linea Base de la concentracién de Pb-Zn en agua

Para determinar la concentracion de metales en el rio Tulumayo y su influencia directa
e indirecta de la unidad minera SIMSA, se establecieron tres puntos (ver figura 2): A, 50-
100m aguas arriba de la piscina de tratamiento del vertedero La Esperanza; B, cerca de
la piscina de tratamiento del vertedero La Esperanza; C, 50-100m aguas abajo de la
piscina de tratamiento del vertedero La Esperanza; D, junto al campo instalado en Fundo
Ecolégico Selva Verde y E, una muestra en blanco tomada en la catarata con agua limpia.
Las muestras se tomaron al inicio del experimento con el fin de establecer una linea base
de la zona segln la metodologia reportada por la Autoridad Nacional del Agua (ANA,
2016) en botellas plasticas estériles de 500ml, se transportaron en condiciones
refrigeradas al laboratorio SGS para determinar su contenido polimetalico de acuerdo
con el método EPA 2008, Rev 5.4: 1994. Determinacion de oligoelementos en aguas y

desechos por plasma acoplado inductivamente - Espectrometria de masas como se
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describe en la seccion anterior. Las concentraciones de Pb y Zn de las muestras se

contrastaron con las ECA actuales para agua (No. 003-2017-MINAM).
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Figura 2. Ubicacion de los puntos de muestreo de las parcelas con vista aérea de una
piscina de los tratamientos de efluentes. A, 50-100m aguas arriba de la piscina de
tratamiento del vertedero La Esperanza; B, cerca de la piscina de tratamiento del
vertedero La Esperanza; C, 50-100m aguas abajo de la piscina de tratamiento del
vertedero La Esperanza; D, junto al campo instalado en Fundo Ecolégico Selva Verde y
E, una muestra en blanco tomada en la catarata con agua limpia

4. Linea base de concentracion de Pb-Zn en el suelo

Para determinar la concentraciéon de metales en sedimentos, las muestras se tomaron
de los mismos puntos de muestras de agua (A, B, C y D, ver figura 2) utilizando la
metodologia reportada por Carpio (2016). Las muestras superficiales de 500g se
tomaron con una tuvo de PVC (5- 10cm de profundidad) en las riberas y en el suelo de

las parcelas. Se colocaron en recipientes de plastico esterilizados y se entregaron al
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laboratorio de SGS en cajas refrigeradas para el andlisis polimetdlico utilizando el
método EPA 3051A: 2007 (digestion acida asistida por microondas de sedimentos, lodos,
suelos y aceites / método EPA 6020B: 2014) por acoplamiento inductivo de
espectrometria de masas de plasma en el laboratorio SGS. Este método requirid una
sedimentacidn previa de la muestra que fue diluida en agua ultrapura, seguida de los
mismos pasos que para las muestras de agua. Luego, los resultados se contrastaron con
las ECA vigentes para suelos (No. 011-2017-MINAM) vy la legislacién referencial de la
Canadian Sediment Quality Guide for Aquatic Life Protection (CCME, 2001) debido a la

falta de legislacién nacional sobre sedimentos.

5. Andlisis estadistico

Los datos se recopilaron por triplicado. Todos los datos fueron normales y homogéneos,
luego se realizaron pruebas de andlisis de varianza (ANOVA) y diferenciacién de medias
por modelo multivariable y la prueba de Tukey. El andlisis completo y los gréaficos se

realizaron con el software estadistico SPSS version 25.0.

Resultados

1. Linea base de concentracion de Pb y Zn en agua y sedimentos alrededor del rio

Tulumayo

Las muestras de agua analizadas a lo largo de la ribera del rio Tulumayo mostraron
mayores cantidades de metales en el punto B donde se encuentra el vertido, también
mayores cantidades de Pb y Zn en aguas abajo del vertido en el Fundo Selva Verde (D)
que en la cuenca superior (A) y catarata (E) donde el agua esta limpia. Pero todos ellos

no superaron los limites (ver tabla 1). Mientras que el contenido de Zn y Pb en el suelo
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agricola y los sedimentos de ribera superd los limites del suelo peruano de Pb en el
sedimento del rio de la zona de vertimiento (B) y aguas abajo en el Fundo Selva Verde
(D). Ademads, considerando los limites de la norma canadiense (PEL), tanto los
sedimentos de la parcela regada con agua fluida del rio (D3) como el sedimento de un
canal de afluencia natural junto a la zona de descarga de la tuberia de descarga fueron
altamente superados. Por otro lado, en el caso de Zn, todos los sedimentos de la zona
de vertimiento (B), afluencia de arroyos en la descarga de la tuberia (C), sedimentos de
la parcela regada con flujo de rio (D3) y otros puntos de sedimentos en el Fundo Selva
Verde aguas debajo de la piscina de la relavera mostré cantidades realmente mas altas
que los limites de 1SQL y PEL canadienses debido a la falta de regulacién peruana (ver

tabla 1).

Tabla 1. Linea de base de concentracion de Pb y Zn en agua y suelo-sedimento alrededor
del rio Tulumayo en comparacion con los limites permisibles de concentracién de
metales para agua potable y riego de cultivos y suelo de cultivo.

Puntos de muestreo [Metal] agua [Metal] suelo
Linea base Pb (mg.I)  Zn (mg. ) Pb (mgke?) Zn (mgkg?)
A Cuenca alta del rio <0.0006 <0.0026 Sedimento 4.469 20.699
Tulumayo ) : de ribera : ’
. Sedimento
B Zona de vertido 0.0483 0.5937 de ribera 135.013 1585.66
Aguas abajo - Sedimento
C punto de descarga 0.0012 0.0063 de ribera 62.838 472.647
Fundo Selva Verde
Suelo de
D (1) - tanque de agua 0.00095 0.0026 cultivo 10.9165 76.882
limpia
Fundo Selva Verde Suelo de
D (2) -tanque de agua 0.0046 0.02945 i 12.504 89.752
R cultivo
contaminada
Fundo Selva Verde Sedimento
D (3) - Agua de rio 0.0229 0.10645 de ribera 56.901 559.010
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Fundo Selva Sedimento
D (4) Verde- Agua de 0.0229 0.10645 de rib 550.600 917.864
ro e ribera
E (5) catarata deagua 00095 0.0026 - -
impia
ECA Limite Agua potable - tipo 1 0.01 3 - -
- Riego de cultivos - Suelo de
(Perd) tipo 3 0.05 5 cultivo 70 -
ISQG lelte Suelo-
(Canadé) sedimento 91.3 315
PEL Limite Suelo-
(Canadé) sedimento 35 123

2. Crecimiento de la planta

La evaluacién del crecimiento promedio de plantas enteras de tres especies (ver tabla
2) mostré que las plantas de Piper aduncum tenian una biomasa fresca promedio (BF)
significativamente mayor que Ricinus communis, siendo Tessaria integrifolia la mas
pequefia. Ademads, la longitud promedio (L) y el area (A) fueron significativamente
mayores en Piper aduncum 'y Ricinus communis en comparacidn con Tessaria
integrifolia, que tenia la menor biomasa. Comparando el crecimiento de los tejidos, la
biomasa fresca en la zona aérea fue significativamente cuatro veces mayor que en las
zonas de raices, no hubo diferencias entre tallo y brotes (ver tabla 2). En cuanto a los
efectos del riego, las plantas mostraron un aumento progresivo de su area foliar durante
las ocho semanas de prueba, hubo un area foliar significativamente mayor cuando las
plantas fueron irrigadas con agua limpia (837.98a cm?) en comparacion con las irrigadas
con agua de rio. (590.07b cm?) o agua contaminada (704.22ab cm?). Ademds, las tres
especies mostraron curvas de crecimiento foliar significativamente diferentes (ver figura
3) donde Piper aduncum mostré el mayor crecimiento foliar, seguido de Ricinus
communis y Tessaria integrifolia fue la mas pequefia. Sin embargo, tuvieron una
biomasa, longitud, area (ver tabla 2) y temperatura (ver figura 3) similares debido a las

condiciones de riego. Ademas, la comparacion entre el crecimiento en monocultivo y el
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cultivo intercalado mostré solo una mayor biomasa fresca en Tessaria integrifolia en
monocultivo (30.1a g) en comparacién con el cultivo intercalado (17.4b g) pero no hubo
diferencias en longitud o drea en comparacién con cultivos intercalados, ni en el
desarrollo del area foliar (ver tabla 2) ni en las otras dos especies.

Tabla 2. Comparacién de crecimiento promedio y bioacumulacién de Pb y Zn para tres
especies de plantas de las riberas del rio Tulumayo: Tessaria integrifolia, Ricinus

communis y Piper aduncum, en tejidos radiculares y aéreos (brote y tallo) y tipos de riego
de las plantas.

Biomasa Longitud Area [Pb]biomasa [Zn]biomasa
(9) (cm) (cm?) (mg Pb /Kg (mg Zn / Kg
biomasa) biomasa)
Especie
Tessaria integrifolia 22.51c 20.67b 224.04b 2.35a 18.01a
Ricinus communis 75.65b 34.86a 741.83a 0.59b 6.42b
Piper aduncum 126.05a 34.65a 844.76a 0.39b 4.04b
Tejido
Raiz 34.47b 30.42b 936.09a 1.35a 17.25a
Tallo? 69.94ab 24.27b 166.62b 0.63a 7.63ab
Hoja? 62.29b 20.63b 572.42a 1.53a 12.16a
Aérea (1+2) 132.24a 44.91a 739.04a 0.94a 0.92b
Tipo deriego
Agua contaminada 72.54a 30.84a 639.58a 0.73b 7.67a
Agua de rio 46.93a 25.01a 529.27a 2.76a 16.81a
Agua limpia 90.83a 31.81a 604.64a 0.66b 7.65a
Tipo de cultivo
Ordenadas 77.34a 652.22a 31.71a 0.56b 59.39b
Desordenadas 73.00a 571.09a 28.96a 1.48a 118.57a

A. Diferencias de crecimiento entre Piper aduncum, Ricinus communis y Tessaria

integrifolia en el desarrollo de tejidos vegetales

El crecimiento diferenciado de los tejidos de la raiz y la zona aérea (tallo y brote) de las
tres especies mostré que Tessaria integrifolia tuvo un desarrollo de biomasa (ver figura
4A) y longitud (ver figura 4C) significativamente mayor en la zona aérea en 4 y 2 veces
la zona de la raiz respectivamente, pero el area era similar (ver figura 4B). Ademas, no
hubo diferencia entre los pardmetros de crecimiento de tallos o brotes. De manera
similar, la biomasa y longitud de Ricinus communis fue significativamente mayor en la
zona aérea en comparacion con las raices, asi como mayor que la biomasa de las hojas

(ver figura 4 A-C). Ademas, Piper aduncum mostré una biomasa significativamente 3
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veces mayor en la zona aérea (ver figura 4A) que en las raices. Por otra parte, el drea de
la raiz y la longitud fueron significativamente mayores que los brotes y tallos (ver figura

4 B-C), pero como la zona aérea.
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Figura 4. Desarrollo de la zona aérea y radicular de Piper aduncum, Ricinus communis y
Tessaria integrifolia. Desarrollo de tejidos de tallo (naranja) y hoja (rojo) tanto de la zona
aérea (azul) como de la zona radicular (verde) luego de 8 semanas de pruebas junto al
rio Tulumayo, considerando los parametros de crecimiento biomasa humeda Bio.T (A),
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Area A.T (B) y Longitud L.T (C). Las letras sobre las barras indican la diferenciacién de las
medidas por la prueba de Tukey.

B. Diferencias de crecimiento entre Piper aduncum, Ricinus communis y Tessaria

integrifolia bajo tres condiciones de riego

El crecimiento diferenciado bajo riego de campo con agua limpia, agua contaminada y
agua de rio mostré que Tessaria integrifolia desarrollé una biomasa significativamente
mayor cuando el riego se realiz6 con agua contaminada en comparaciéon con agua
limpia, pero igual cuando el riego se realizd6 con agua limpia (ver figura 5A); no se
encontraron diferencias entre las tres condiciones de riego en el drea o desarrollo de la
longitud de las plantas (ver figuras 5 B-C). Tanto Ricinus communis como Piper aduncum
no mostraron ninguna diferencia significativa en la biomasa, la longitud o el desarrollo

del area debido al tipo de riego durante la prueba (ver figuras 5 A-B-C).
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Figura 5. Desarrollo de las especies Piper aduncum, Ricinus communis y Tessaria
integrifolia respecto a los tipos de riego. El riego se realizd con agua limpia (verde), agua
contaminada (amarilla) y agua de rio (azul) que fluye durante 8 semanas en la prueba
de campo junto al rio Tulumayo, considerando los parametros de crecimiento Biomasa
himeda Bio.T (A), Area A.T (B) y Longitud L.T (C). Las letras sobre las barras indican la
diferenciacion de las medidas por la prueba de Tukey.

3. Bioacumulacién de la planta de Pb y Zn

La cantidad promedio de bioacumulacién de concentracion de metales en biomasa
fresca por planta ([Metal]biomasa) fue significativamente mayor tanto para Pb como para
Zn en Tessaria integrifolia que en Ricinus communis y Piper aduncum. En promedio, la
longitud aéreay la biomasa de la zona aérea de plantas enteras fue mayor que las raices,
mientras que el area fue similar entre ambas zonas (ver tabla 2). Al comparar los tejidos,
no hubo diferencias significativas en la bioacumulacién de Pb entre ellos; sin embargo,
la bioacumulacion de Zn en raices fue 18 veces significativamente mayor que en la zona
aérea, pero no se encontraron diferencias entre tallo, brote o raiz (ver tabla 2). Ademas,
la cantidad de Pb bioacumulado en plantas irrigadas con agua de rio fue
significativamente mayor que aquellas irrigadas con agua limpia y contaminada;
mientras que la bioacumulacion de Zn fue igual en cualquier tipo de riego (ver tabla 2).
Ademas, la bioacumulacién de Pb y Zn en la biomasa fue mayor en cultivos intercalados
(Pb: 0.84 y Zn: 24.47mg Pb.kg biomasa™) en comparacidon con el monocultivo (ver tabla
2), asi como Tessaria integrifolia que mostrd una alta acumulacion de biomasa en cultivo
intercalado (Pb: 3.35a y Zn: 24.47a mg Pb. kg biomasa™) comparado con monocultivo
(Pb: 0.84b y Zn: 8.33b mg Pb. kg biomasa™), no se encontraron diferencias en las otras

dos especies.
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A. Diferencias de bioacumulacidon de metales entre Piper aduncum, Ricinus communis y

Tessaria integrifolia en el desarrollo de tejidos vegetales

La bioacumulacién diferenciada de Pb y Zn en |la biomasa de tejidos radiculares y aéreos
(tallo y brote) de las tres especies mostré que Tessaria integrifolia tuvo una
bioacumulacion de Pb similar en todos sus tejidos (ver figura 6A) ni ninguna diferencia
entre las zonas aérea y radicular. Si bien su bioacumulacién de Zn fue 18 veces
significativamente mayor en la zona radicular que en la aérea, no se encontraron
diferencias entre raiz, brotes o tallos (ver figura 6B). En el caso de Ricinus communis, la
bioacumulacion de Pb fue significativamente mayor en raices que en tallos, pero no
diferente a la zona aérea, ni a brotes (ver figura 6A). Por otro lado, la bioacumulacién de
Zn fue 39 veces significativamente mayor en la raiz que la zona aérea, pero tampoco
mostré diferencia con brote o tallo (ver figura 6B). Por ultimo, en Piper aduncum, la
bioacumulacion de Pb (ver figura 6A) no mostré diferencia entre tejidos, mientras que
la bioacumulacién de Zn en raices fue 16 veces significativamente mayor en
comparacion con la zona aérea, no diferente a los brotes, pero superior a los tallos (ver

figura 6B).

[Pb] Biomasa (mg Pb / kg tejido)
[Zn] Biomasa (mg Zn / kg tejido)

Tessaria integrifolia Ricinus communis Piper aduncum Tessaria integrifolia Ricinus communis Piper aduncum

Tejidos
M Aérea H Brote m Raiz m Tallo

66

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥ TRABAJO DE INVESTIGACION CIENTIFICA

Figura 6. Bioacumulacion de Pb y Zn en la biomasa de la zona aérea y radicular de Piper
aduncum, Ricinus communis y Tessaria integrifolia. Variaciéon de Pb y Zn en los tejidos
del tallo (naranja), de los brotes (rojo) y de la zona aérea (azul), asi como de la zona
radicular (verde) durante un ensayo de 8 semanas junto al rio Tulumayo. Las letras sobre
las barras indican la diferenciacidon de medidas por la prueba de Tukey.

B. Diferencias de bioacumulacién de metales de Piper aduncum, Ricinus communis y

Tessaria integrifolia en el desarrollo del tejido vegetal y las condiciones de riego

La bioacumulacion diferenciada de Pb y Zn segun el tipo de riego con agua limpia, agua
contaminada y agua de rio mostrd que Tessaria integrifolia tenia una bioacumulacién
de Pb y Zn muy significativa cuando el riego se realizé con agua de rio en comparacién
con agua limpia y contaminada (ver figura 7A). En el caso de Ricinus communis, solo la
bioacumulacién de Pb fue significativamente mayor cuando el riego se realizé con agua
contaminada que con agua limpia (ver figura 7A), pero en el Zn la bioacumulacién no
difirié entre los tres tipos de riego (ver figura 7B). Por ultimo, en Piper aduncum se
bioacumularon cantidades significativamente mayores de Pb bajo riego con agua de rio
que con agua limpia o contaminada, siendo ambas posteriores similares (ver figura 7A),

mientras que la bioacumulacién de Zn fue igual bajo los tres tipos de riego (ver figura

7B).
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Figura 7. Acumulacion de Pb y Zn en las especies de Piper aduncum, Ricinus communis y
Tessaria integrifolia. Variacién de plomo y zinc en plantas segun el tipo de riego: agua
limpia (verde), agua contaminada (amarilla) y agua de rio (azul) a las 8 semanas de
prueba a lo largo del rio Tulumayo, considerando los parametros de acumulacién por
Biomasa humeda de Pb por Bio.T (A) y Zn por Bio.T (B); las letras encima de las barras
indican la diferenciacién de medidas mediante la prueba de Tukey.

C. indice de Tolerancia (IDT%) a Pb y Zn y Tasa de Crecimiento (TC%) de Tessaria

integrifolia, Ricinus communis y Piper aduncum de diferentes tejidos vegetales y bajo

diferentes tipos de riego

El indice de Tolerancia (IDT%) que muestra la capacidad del tejido de una especie para
tolerar el metal asumiendo como 100% la especie que mdas absorbe o el riego con agua
limpia. La especie que bioacumula mas Zn y Pb fue Tessaria integrifolia (ver tabla 2), por
lo tanto, fue el 100% para el IDT de los tejidos mostrado en la tabla 3. Los tejidos de
Ricinus communis alcanzaron el 38% de tolerancia al Zn y el 35% de tolerancia al Pb en
raices, siendo menor en tallos y brotes. Ademads, como especie solo mostré un 25% y un
35% correspondientemente de tolerancia total al Pb y Zn de Tessaria integrifolia (100%).
Si bien Piper aduncum mostré menor tolerancia, solo alcanzé el 16% y el 22% de

tolerancia a Pb y Zn con respecto a Tessaria integrifolia.

Tabla 3. Indice de Tolerancia (IDT%) de la biomasa de Pb y Zn de las zonas aéreas y
radiculares de Ricinus communis y Piper aduncum respecto a Tessaria integrifolia.

. . Pb Zn : . Pb Zn

Especies Tejidos IDT%  IDT% Especies Tejidos IDT%  IDT%

. Raiz 35.13 38.66 . Raiz 19.70 22.23
Ricinus 1 Piper Tallot
communis TaI_Io 22.51 26.91 aduncum a.o 19.27 26.06
respecto a Hoja? 21.50 37.45 respecto a Hoja? 13.34 20.20
~Tessaria Aérea(*2 21.07 30.95  Tessaria Aérea*d  17.29 24.28
integrifolia integrifolia

Total RC  25.10 35.64 Total PA  16.60 22.42
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El indice de Tolerancia (IDT%) y la Tasa de Crecimiento (TC%) del desarrollo mientras se
riega con agua contaminada, agua de rio con respecto al agua limpia (100%) en cada
especie se muestra en la tabla 4. Tanto Tessaria integrifolia como Piper aduncum
desarrolld menos biomasa, area y longitud cuando el riego se hizo de forma natural por
el flujo del agua del rio, al mismo tiempo acumularon y toleraron mayores cantidades
de Pb y Zn, mostrando IDTs de 513% para Pb y 268% para Zn en Tessaria integrifolia (ver
tabla 4), mientras que esos IDTs fueron 235% y 130% para Pb y Zn respectivamente en
Piper aduncum (ver tabla 4). La especie Ricinus communis presentd los TCs mas bajos
cuando se riega con agua contaminada, bajo este tipo de riego sus IDTs de Pb y Zn fueron
233% y 210% respectivamente (ver tabla 4). Por tanto, Tessaria integrifolia es la que

presentd mayor tolerancia a Pb y Zn con menor desarrollo de biomasa.

Tabla 4. indice de Tolerancia (IDT%) y Tasa de Crecimiento (TC%) del tipo de riego de las
tres especies de plantas (P) de las riberas del rio Tulumayo, del desarrollo en agua
contaminada (AC) y agua de rio (AR) en comparacién con el agua limpia (AL).

Tasa de crecimiento (TC%) Indice de tolerancia

(IDT%)

Especies Tipo de Biomasa Longitud Area Pb Zn

P riego % % % % %
Tessaria AC /AL 170.51 131.50 142.84 76.94 73.86
integrifolia AR/ AL 36.05 75.01 95.57 513.74 268.46
Ricinus AC /AL 36.82 76.76 84.50 233.26 210.31
communis AR / AL 74.57 79.86 92.77 185.38 138.47
Piper AC /AL 100.00 101.05 117.94 118.95 81.24
aduncum AR/ AL 36.54 79.17 80.50 235.93 130.20

D. Factor de Bioconcentracién de Zn y Pb (FBC%) en Tessaria integrifolia, Ricinus

communis y Piper aduncum bajo diferentes tipos de riego

El Factor de Bioconcentracion (FBC%) para los tres tipos de riego en las especies Tessaria

integrifolia, Ricinus communis y Piper aduncum (ver tabla 5) no superd ni iguald el valor
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de 1, por lo que ninguna de estas especies fue hiperacumulativa, aunque la especie
Tessaria integrifolia presentd los valores mas altos de FBC% con respecto a Ricinus
communis y Piper aduncum; por lo tanto, tiende a desarrollarse en suelos con mayor
cantidad de Pb y Zn bioconcentrando los metales en sus raices, y al mismo tiempo
desarrolla la menor biomasa, siendo un potencial candidato para un proceso de
fitorremediacién. En promedio, Tessaria intergrifolia mostré un FBC% de 36% para Pby
41% para Zn, que fueron mas altos que los FBC% de Ricinus communis y Piper aduncum.
Es notablemente que los FBC% mads altos se mostraron en agua limpia, alcanzando el

46% para Pby el 78% para Zn.

Tabla 5. Factor de Bioconcentracion (FBC%) de Pb y Zn de Tessaria integrifolia, Ricinus
communis y Piper aduncum respecto al riego con agua limpia (AL), agua contaminada
(AC) y agua de rio (AR).

Raiz / Raiz / Raiz / Planta / Planta / Planta / Planta /
FBC% Suelo Suelo Suelo Suelo Suelo Suelo Suelo
AL AC AR AL AR AR Promedio
Especies
P / Pb Zn Pb Zn Pb Zn Pb Zn Pb Zn Pb Zn Pb Zn
metal
Tessaria
. 021 036 014 029 0.10 0.14 | 046 078 034 0.58 034 032 | 036 041
integrifolia
Rlcmus. 0.07 012 012 023 002 002 | 012 023 028 048 0.04 005 | 007 0.12
communis
Piper
0.05 011 004 007 001 002|010 022 0.11 018 0.03 004 | 0.05 0.08
aduncum

E. Factor de Translocacién de Zn y Pb (FT) en Tessaria integrifolia, Ricinus communis vy

Piper aduncum bajo diferentes tipos de riego

El Factor de Translocacion (FT) para las tres especies (ver tabla 6) explica cdmo las
plantas tienden a transportar una mayor cantidad de metal desde la raiz a la parte

superior (brotes), donde estos valores deseables de FT estan cerca o superan el valor de
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1. Tessaria integrifolia, cuando se expuso al riego por el flujo de agua de rio, mostré un
FT para Pb de casi 200% (1,92) y 91% para Zn; donde esta planta, estaba traslocando
estos metales de la raiz al brote. También, bajo riego con agua limpia, trasladaba las
mayores cantidades en comparacion con las otras especies. Piper aduncum mostré que
acumula la misma cantidad de Pb en la raiz y brote cuando se riega con agua de rio
(110%), casi con agua contaminada (107%). Finalmente, Ricinus communis casi acumula
cantidades similares de Pb y Zn tanto en raices como en brotes bajo riego con agua de
rio, mostrando una FT del 96% para Zn y Pb. Ninguna de las especies trasladaba

cantidades importantes de metal de la raiz a los tallos.

Tabla 6. Factor de Translocacién (FT) de Pb y Zn de Tessaria integrifolia, Ricinus
communis y Piper aduncum respecto al riego con agua limpia (AL), agua contaminada
(AC) y agua de rio (AR).

Factor de Translocacién (FT) AL AC AR

Tejidos Especies Pb Zn Pb Zn Pb Zn
3 3 Tessaria integrifolia 0.55 0.06 0.73 0.05 0.95 0.06
Aérea / Raiz Ricinus communis 037 004 058 005 035 004
Piper aduncum 0.48 0.05 0.92 0.07 0.72 0.08
Tessaria integrifolia 0.68 0.69 0.72 0.46 1.92 0.91
Hoja / Raiz Ricinus communis 0.54 0.52 0.87 0.71 0.96 0.96
Piper aduncum 0.54 0.50 1.10 0.78 1.07 0.81
Tessaria integrifolia 0.44 0.51 0.79 0.52 0.44 0.40
Tallo / Raiz Ricinus communis 0.26 0.33 0.41 0.35 0.22 0.23
Piper aduncum 0.40 0.43 0.71 0.60 043 0.71
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Discusion

1. Linea base de concentracidén de Pb vy Zn en el agua, sedimentos y raices de plantas a

lo largo de la cuenca del rio Tulumayo

El agua de la catarata se distribuyd a través de una tuberia hacia la parte baja del valle
donde se ubican los fundos, cuyas concentraciones de Pb fueron realmente menores
que en otros puntos de la cuenca del rio Tulumayo; es decir, estos valores fueron
menores a los limites permisibles (ECA), por lo que aun se utiliza como agua potable
para personas en la zona (ECA, 2017). Si bien el agua del rio se utiliza para el riego de los
campos de cultivo, es evidente que el rio transporta el metal que probablemente se
transporta al suelo por medio del drenaje, otro factor es que el vertedero no cuenta con
una malla mas fuerte para evitar el transporte de los residuos por el viento. Informes de
ciudadanos y autoridades locales indican que, durante la temporada de altos torrentes
del rio, se produjeron vertidos a través de la tuberia que proviene del botadero que
contienen residuos mineros. Asimismo, otros estudios también encontraron que el
contenido de metales (Fe, Zn, Pb y Mn) en lugares influenciados por minas que exceden
rangos normales de suelos y agua, promueve una alta tolerancia a metales en las
especies de la zona (Nouri et al., 2011; Pan et al., 2019). En el caso del Zn, preocupa que
su concentracién en el rio sea 66 veces mayor que en el agua limpia, lo que también
puede afectar los campos de cultivo, la pesca y los animales que crecen alrededor de la
cuenca. Este estudio es el primero que establece una linea de base en la cantidad de Pb

y Zn en esta cuenca.

Por otro lado, los sedimentos, en aguas arriba, parecen no estar influenciados por los

residuos de Pb donde se recolecta el suelo para actividades de cultivo en invernadero
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en el suelo de la zona. Pero los sedimentos de la ribera mostraron una concentracién de
Pb casi 15 veces mayor que la del suelo limpio, adema3s, el Zn que se encontré en el
sedimento fue aproximadamente 10 veces mayor que el del suelo limpio también.
Ademas, las cantidades encontradas cerca de la zona de vertido fueron realmente
superiores a las de suelo limpio, lo que evidenciaba una falta de tratamiento y cuidado
de estas riberas, que podria haber una evidencia de contaminacién. Estudios anteriores
informaron diferencias entre las cantidades de metales de Pb en suelos limpios
profundos y suelos superficiales que rodean las minas (Nouri et al.,, 2011; Hashemi,
2012) como en nuestro caso. Es posible una transmisién a través del viento, niebla o
lluvia por el polvo que se genera en la relavera o cualquier descarga irresponsable al rio;
en acuerdo con otros estudios que han mostrado concentraciones mas altas de Pb y Zn
en suelos influenciados por actividades mineras en contraste con suelos agricolas,
superando los limites en aproximadamente un 40-80% de contenido de metal que los

suelos limpios (Pan et al., 2019).

2. Impacto minero en la cuenca del rio Tulumayo y potencial de fitorremediacion de

plantas

A. Acumulacion de Pb y Zn en plantas amazdnicas como Ricinus communis, Tessaria

integrifolia y Piper aduncum

Los andlisis de crecimiento de las tres especies en su habitat de bosque amazdnico (Selva
peruana en la cuenca de Tulumayo) muestran, que Tessaria integrifolia desarrolla
menos biomasa y simultdaneamente es capaz de bioacumular la mayor cantidad de

metales como Pb (2.35 mg.kg?) y Zn (18 mg.kg?); bioacumulando 4 veces mas que
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Ricinus communis y Piper aduncum en condiciones de campo, considerando todos los
factores en un ambiente de suelo natural; en contraste con estudios realizados bajo
condiciones controladas donde se agregaron altas cantidades de metal a cultivos de
girasol y mostaza, que bioacumulan Pb entre 50-200mg mg.kg* (Niu et al., 2007).
Asimismo, otros estudios también encontraron capacidades de bioacumulacién de
metales (Fe, Zn, Pb y Mn) en 12 especies desarrolladas en zonas de influencia de minas
(Nouri et al., 2011; Pan et al., 2019). Las plantas adaptadas a esta zona amazénica
mostraron en el ensayo que tienden a desarrollar mas su zona aérea (tallos y hojas)
donde mayoritariamente bioacumula el Zn en comparacidén con la zona radicular donde

presentan mayor concentracién de Pb.

En Ricinus communis, para la bioacumulacién de Pb fue mayor en las raices; a diferencia
de Tessaria integrifolia y Piper aduncum que no presentaron diferencias entre las zonas
radicular y aérea segun otros estudios (Yoon et al., 2006; Subhashini et al., 2013), pero
en contraste con reportes de Ricinus que bioacumula mayores concentraciones de Pb
en la zona aérea que en las raices (Niu et al., 2007), mientras que el Zn fue altamente
bioacumulado en raices por las tres especies en comparacién con la zona aérea
correspondiente a algunos reportes anteriores donde las raices tienen un mayor poder
para absorber metales pesados (Carrol, 1968b; Yoon et al., 2006; Marques et al., 2007).
De igual forma, otros estudios habian destacado que en algunas especies tanto Pb como
Zn estaban mas concentrados en las raices que en los brotes (Mahdavian et al., 2015
Carrol, 1968a; Fernandez et al., 2016; Salama et al., 2016); sin embargo, en contraste
con nuestra investigacidn, otros estudios demostraron que Piper aduncum mostrd una

mayor acumulacion de Zn en los tejidos de los brotes (Hartemink, 2011); asi como
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estudios, en otras especies que encontraron lo mismo (Udiba et al., 2020). Ademas,
otros informes no mostraron diferencia entre las zonas aéreas y radiculares para la
bioacumulacion de Zn (Wilkinson et al., 1968); todo esto evidencia una alta variabilidad

entre especies y la capacidad de bioacumulacién de los tejidos radiculares y aéreos.

B. Acumulacién de Pb y Zn en Ricinus communis, Tessaria integrifolia y Piper aduncum

segln el contenido metdlico del tipo de riego v la configuracion del cultivo

El riego con agua de rio es el que presentd mayor cantidad de Pb y Zn bioacumulado en
las plantas. Tessaria integrifolia demostré acumular mas Zn en la biomasa en estas
condiciones; segun otros estudios que encontraron que las plantas tienden a acumular
mas metales cuando se cultivan en suelos con mayor acumulacién de metales (Hashemi,
2012). Si bien Ricinus communis y Piper aduncum no mostraron diferencias de
concentracion con respecto al riego, especialmente en la bioacumulacidon de Zn, a
diferencia de los estudios, las plantas regadas con una menor concentracién de metales
absorben una mayor cantidad, que las cultivadas en aguas muy contaminadas (Khalid et
al., 2017). Ademds, cuando las plantas fueron regadas con agua limpia, desarrollaron
mayor biomasa en comparacion con el riego de agua contaminada, donde la longitud
fue mayor. Estas variaciones pueden ser el resultado del mecanismo de adaptacion y
crecimiento cuando se someten a variaciones en el contenido de metales del ambiente
del suelo, y probablemente una adaptacidn al estrés de la tolerancia a los metales en las
raices y su tendencia a desarrollar tejidos mas largos, bajo riego con contaminantes
coincidiendo con anteriores estudios (Manan et al., 2015). No obstante, otra

investigacion menciond que las plantas que crecen en suelos no contaminados tienden
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a absorber concentraciones mds bajas de metales que las que crecen en suelos

contaminados (Yoon et al., 2006).

Tessaria integrifolia tuvo una mayor bioacumulacion de ambos metales sin diferencia
entre lineas intercaladas o monocultivo; ademads, desarrollé mayor biomasa cuando se
cultivd en condiciones de monocultivo; contrastando reportes en Pteris vittata que
presentd menor bioacumulacién de Pb y Zn cuando se cultivé en lineas intercaladas
(Zeng et al., 2019); Ricinus communis y Piper aduncum no presentaron diferencia con
respecto a la configuracién del cultivo, en contraste con otros estudios que demostraron
que Ricinus communis sembrado con Medicago sativa acumulé mas Cd que cuando se

cultivé solo (Xiong et al., 2018).

C. Potencial de fitorremediacidon de Ricinus communis, Tessaria integrifolia y Piper

aduncum para ambientes amazdnicos: bioconcentracion y translocacién

El Factor de Bioconcentracién (FBC) es un indice que indica el potencial de una planta
para ser considerada fitorremediadora. Se demostrd que la especie Tessaria integrifolia
absorbe casi 4-6 veces mas cantidad de Pb y Zn que Ricinus communisy Piper aduncum;
sus valores de FBC por debajo de 1 en condiciones de campo con cantidades habituales
de metales en el agua de riego y en el suelo de esta zona amazdnica, siendo la Tessaria
integrifolia la de mayor FBC, mientras que otros experimentos generalmente reportaron
FBC superiores a 1 en condiciones controladas y sobre biodisponibilidad de los metales
debido a una mayor ingesta de los mismos en el suelo, para ser idealmente considerada
una planta hiperacumuladora para fitoextraccion, pero la mayoria de esos ensayos se

realizaron en condiciones ambientales irreales donde la respuesta de la planta no es la
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misma que en condiciones de campo (Manan et al.,, 2015; Xiong et al., 2018). Sin
embargo, en estudios realizados en condiciones mas similares a ambientes reales, el FBC
reportado fue de 0.1 a 0.2 en Centella asidtica y otras plantas (Manan et al., 2015; Yoon
et al., 2006), de acuerdo con nuestra investigacién donde nuestro FBC para Zn y Pb varia
de 0.2 a 0.6, esas plantas también pueden ser reportadas como especies con potencial
de fitorremediacién, especialmente Tessaria integrifolia ya que su mayor FBCy baja tasa
de biomasa le da una capacidad extra para procesos de fitorremediacién segin Xiong et
al. (2018) y Udiba et al. (2020). En estudios posteriores, otros reportaron un FBC de 0.47
a 1, valores cercanos a nuestro experimento y sus plantas se consideraron ideales para
la fitoextraccion (Marques et al., 2007). Ademads, Olivares et al. (2013) informd que

Ricinus communis no es hiperacumulador de Zn segin nuestros resultados.

El Factor de Translocacion (FT) muestra la capacidad de la planta para trasladar los
metales de las raices a la parte superior, para las tres especies sus FTs mostraron que en
este ensayo la exposicidn constante de las plantas a concentraciones mas altas de Pby
Zn conlleva un efecto de la infiltracion de agua contaminada de rios y conductos de riego
en el suelo, que también ocurre desde el cauce hasta la ribera y hasta las zonas de
cultivo. Entonces, esas plantas nativas podrian adaptarse a este flujo y tender a absorber
el metal por sus raices, luego trasladarlo hacia la parte superior segin otros estudios
donde los FTs estuvieron mds cerca de 1 en especies como Capsicum annuum,
Phyllanthus niruri, Clidemia sp, Plectramthus sp, Inga edulis, Centella asidtica y
Orthosiphon stamineus (Manan et al., 2015; Marrugo et al., 2016). En nuestro caso,
Tessaria integrifolia, al ser expuesta al riego por el flujo constante de agua del rio,

transfirié constantemente a las hojas casi el 200% (FT: 0.91Pb a 1.95Zn) de lo que
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acumula la raiz, Piper aduncum solo transfirié la mayor parte del Zn y Pb absorbido en
su raiz a los brotes que muestran un FT de 1.07 y 0.81 respectivamente, pero Ricinus

communis no transloco la concentracién de metal de la raiz.

Asi, la especie con mejor perfil fitorremediador en condiciones de campo fue Tessaria
integrifolia, dada su capacidad de bioacumular una mayor cantidad de Pb y Zn en menos
biomasa, desarrollando menos hojas con tallos mas gruesos y resistentes; y estabilizar
el metal en su zona aérea facilitando un siguiente paso para la remocién de metal y la
inmovilizaciéon de biomasa seca. Mientras que Ricinus communis tiene potencial
fitoextractor y fitoestabilizador, transfiriendo el metal acumulado en la raiz a la zona
aérea, pero desarrollando mds biomasa. Finalmente, Piper aduncum no es un
fitorremediador potencial debido a su menor capacidad para absorber y estabilizar
metales en sus raices. Por lo tanto, Tessaria integrifolia podria ser una planta potencial

para fitorremediar zonas amazénicas impactadas por la contaminacién minera.

3. Aplicaciones futuras de la especie Tessaria integrifolia

En todo el mundo, los recursos naturales y los ecosistemas han sufrido una fuerte
degradacion debido al uso intensivo y al manejo irracional debido a las actividades
mineras en el Perd. Grandes superficies de suelos han sido contaminadas directa e
indirectamente por metales; hoy en dia, estos efectos se revierten de manera sostenible
a través de tecnologias ecoldgicas como la fitorremediacién de metales utilizando
especies vegetales con potencial acumulador/extractor. Esta técnica puede reducir las
concentraciones de metales en los suelos y cuerpos de agua al largo plazo, evitando la

degradacidon ambiental y la bioacumulacién de metales en frutos o cultivos agrondmicos
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que puedan ser comestibles por humanos y animales. Como resultado de esta
investigacidn, Tessaria integrifolia es una mayor opcidon para recuperar los ambientes
amazoénicos como la cuenca del rio Tulumayo en Perd por su potencial capacidad
fitorremediadora. Lamentablemente, no existen estudios como este en la zona
amazédnica del Perud donde la mitigacién de la contaminacidn por metales es una fuerte
necesidad para estos entornos; es decir, la regién de Madre de Dios y otras zonas donde
la mineria es la principal actividad legal e ilegal que pone en riesgo la salud de la
poblacién. (Osores et al., 2012). Esta especie no requiere monocultivo, su mejor
desempeiio como fitorremediador es tanto en cultivos intercalados como en
condiciones silvestres. Ademas, la implementacién de fitorremediacién con plantas
nativas tiene menor costo de implementacion debido a la adaptacién previa a las
condiciones ambientales, y reduce el riesgo de impactos ecolégicos de pérdida de
habitat por introduccién de especies foraneas. En esta perspectiva, nuestra propuesta
tendria un gran impacto ambiental positivo y eco-amigable como una opcién sostenible
para biorremediar suelos y cuerpos de agua segun reportes anteriores (Arglelles et al.,

2006; De Barros et al., 2016).

Conclusiones
Las tres especies de la ribera del rio Tulumayo bioacumularon Pb y Zn y se desarrollaron
en buen estado, al ser regadas constantemente con agua del rio en condiciones de
campo. Son parte vital del sistema de restauracion ecolédgica del rio Tulumayo,
mitigando los efectos de la contaminacién por metales en los suelos agricolas

circundantes.
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Las concentraciones de Pb y Zn encontradas en los sedimentos y cuerpos de agua del rio
Tulumayo fueron mas bajas en la cuenca alta, en comparacidn con las zonas de vertido
y la cuenca aguas abajo en los campos de cultivo. Ninguna de las muestras de agua
supera los limites de calidad del agua, pero algunas muestras de suelo superan los

limites de calidad del suelo cerca de la zona de vertido.

Tessaria integrifolia mostréd una mayor capacidad de absorcion, bioconcentracion vy
translocacién de Pb y Zn en menor desarrollo de biomasa que Piper aduncum y Ricinus
communis. Las tres especies tienden a acumular y trasladar mds metales a la parte

superior cuando se riegan con agua de rio.

Tessaria integrifolia es la que tiene mejor potencial fitorremediador para la
recuperacién de ambientes impactados por la mineria como una opcién sustentable

para las zonas amazodnicas del Perd.
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Figura 1S. Pardmetros fisicoquimicos de agua de riego: pH (A), temperatura (B), oxigeno
disuelto en ppm (C), conductividad en uS (D), solidos totales disueltos en ppm (E),
salinidad en ppm (F). Agua limpia (Linea verde), agua contaminada (Linea amarilla) y

agua de rio (Linea Azul).
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1l ANEXOS

1. Fotos del experimento

Foto 2. Limpieza de las dos areas de estudio, cercado y colocacién de los
tanques.
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Foto 4. Se llenaron con tierra agricola ambas parcelas.
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Foto 5. Medicidon de los parametros del agua de rio.

Foto 6. Sembrado de las especies en las parcelas.
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Foto 8. Rotulacidén y extraccién de las plantas.
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yio fauna silvestre’

9 Decrets Supremo N° 004-2018-JUS que aprusta ¢l Texto Uniea Ordenado de
la Lay N* 27444, Ley da! Procedimiente Admiristrative Gensral

. COMPETENCIA

10. El srticulo $6" de la Constituddn Politica da! Peru de 1983 establece gue ke
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Invastigacion clentifica v tecnckdgica scbre la civersidad, calidad, composicidn,
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12. El articulo 137 da la Lay N* 29763, Ley Forestal y de Fauna Silvestre, creo &l
Sarvicic Nacional Forgstal y de Fauna Sihestre-SERFOR, como organismo
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shasire, establacando pars 1 afecio, log roguisitos y conadaraciones para
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(AMSS1GACEN T SO0A £0N O €N COMTED £4 300M00 3 WE 108 D ug docur

- SOAO L B0 CHRCLE Of DNCU 00T BA03 SODAM & 5 S0 CONMERT I, Sigun DNIMan (ue COMea how 0r «da o
Mrved Bbdtr rvpd, roiaciin da vestighdored ¢ 8 Far 30 Yeatlgenas

= Caea oo recernciin 26 02 | 7/a1$334000 carscparias ¢podcd 20 s imbloce ountAce 2¢ crocedonca

G Doasrwan gee screche o Croes treac MoTe e, et por le spectve orpenicackin soueal represcrieive,
O Lo

3 DOOMGTE Gus 2rente &l 30480 DNEE L3E PCTLIOGIS L0 WMEEIADS 3188 FWRSIGASTIRL MACEYTRSL
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registros de informacon disponitées al inlerior del Estado ssl como i@
Irformacian e fuenles ofidales o refsrencas iIndcadas

En e2e contexto, psra la evaluaddn cel presente procedimenlc de
Aulcrizacion. sa ha considerado las disposicones comenidss 1a normativa
viganta para tal in,

V. SOBRE LA EVALUACION DEL EXPEDIENTE

20. B Inferme Técnico N° 00712-2019-MINAGRI-SERF DR-0GGSPFFS/DGSFF

de fecha 05 de setiembre de 2012 (5. 30-33), emilida por & Direccidn de

Geslién Sostenible del Palrmono Foreslal, concluye entre oms que, la

solisilud presentada cumple con s requisitos 2:xgkios en el numaral 9 del

Anexo N* 1 del Reglamento para la Gestian Forestal y con los “Lineamientos

para ¢l otorgamiento de |2 aumenzaciin con finee d& investigacion clentlifica de

flora o fauna sivestre’, agrobado mediante Resclucion oe Dwecadn

Eecuwa N° 060-2016-SERFOR/DE; recomendandese la aprecbacikin de la

o soliciiud de Autorzacitn con fines de inveslicacon cientifica de flora silvesire,

R fuera de Areas Naturales Preteqidas, con colacia y 8N 806830 8 102 racursos

genélicos, racpaclo sl proyecto ‘Evaluacion de fa rizcabsorcion en plantas de

nbera dal no Tuivmaye (Chanchamayo Junin) infuencrs par alluentes

mingvos’, a desamollarse en & en el dstrilo de San Ramdn, prownca de
Chanchameyo, departamento de Junin

21, B numersl 6.6 de s “Lmearisn/os pare &) olorganientn de la aufonzaciin
con Mnes da ivestigacitn clenlifca de flars ywo faung aiivestre” Resolucion de
Direcen Eecutva N° 060-2016-SERFORDE, establece qua, toda persona
naturs| 0 jurfdica quée cuenta Con una JLkXiZackn odn fines <o invesligadon
cienfifica de flora yo fauna sivestrs deberd cumplr con las obligaconas, las
miemas que, de cbtaneree la sutcrizecien, daberan mencionarse en dicho
Aclo, conforme el articulo 156” del Regleme=nio pars la Geastdn Forestal

V. OBLIGACIONES DEL TITULAR DE LA AUTORIZACION

22. Conforme los articubs: 153° del Reglamento para b Geshon Foresial, 128°
del Reglamento para @ Geslidn de Fauna Silvestre y 100" del Raglamenio
para la Gastén Forestad y de Fauna Sivestre en Comunidades Nalivas y
Campesginas, aprobados mediante los Decretos Supromos N* 018, 019 y 021-
Z015-MINAGRI, mspectivamants, &l adminsirado s encuentra sujeto &
cumplminrdo de las obligaciones contendas en dicha normatividad

De conformidad con la Ley Forestal y de Fauna Slveswe, aprobada por Ley N*
28763 el Reglamento para la Geslion Forestal, sprodndo medanie Desreto Supramo N°
018-2015-MINAGRI, B Decretlo Sugremo N* D04-2019-JUS que sprueba el Taxo Unico
Ordenado ce la Ley N* 27444 Loy del Procedimientn Administrativo General, ol heral g)
del Ariculo 53" del Reglamento de Organizacion y Funciones aprcbado por Decreto
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Supremo N* 007-2013-MINAGRI y &3 Resolucion de Direccidn Ejecutiva N* 080-2018-
SERFCR/DE.

SE RESUELVE:

Articulo 1- OTORGAR la Autcrzacion con fines de invesbgacon de flors
silvestre fuera de Areas Naturales Prolegidas, con colgcta, Sin BOCESD 8 108 fECUMOos
genéicos, con fines da fitorremedactn &l s=ior RODRIGO ROJAS ALBENGRIN
identificado con DNI N* 73172460, correspondidndale el Codige de Auterizacisn N°
AUT-IFL-2019-041. por el pencdo de cuate (04) meses, en vided de las
CONsICeracianes axpuactas en @ presente resokicitn

Articulo 2.- £ sedor RODRIGO ROJAS ALBENGRIN debera realzar |a
Ivesiigacion cientifica de Bora silvesire, con ovecta y $in acceso a S recures
gentticas, como parte del proyecio "Evaluacid de g nzoabsoveidn en plardas de nibera
def no Twlumaye (Chanchamayo Junin) Mfluencias por eflusntes mineves”, a realizarse
en o departamento de Junin, fuera da Areas Naturales Protegidas, de acuerdo a la
cocrdenada. 453302.1702; 8764574 248, an Ia zona 188, da la presanta resckicidn

[ g Articulo 3°- Autorizar la participacin de los Investigadores propusstos por el

.:' A u 4 ] sefior RODRIGO ROJAS ALBENGRIN, corforme el conterido det Cuadro N° 01 del
GRS Anexo 1de la presenta resckicion.

Articulo 4°. - La presente autcrizacin comprence el cumplimento de o
sefidlado en ol Plan de Invesbgacion propuesic por el administrado, asi como la colecta
de ajemplares antarcs que incluyan hojas, talo y raz por una cantidad de dos (02)
especimenes, asimismo se realizara la siembra de veinte plantas en cada una de las
paroeias en total seis parcelas, de las cuales se monitoreard seis ndividuos de cada
especie, con la fimalidad de analzar los cambios morfoligicos, a Uaves de 1a
nzoabsorcion de as ospecies a cvebiar, e acuerdo al Anexo N° 2, Como perte del
proyecio “Evalvacidn de la nzoabsorcidn en planias de nbers del rio Tulumayo
{Chanchameayo Junin| influenciaz por aflwentes mineros”, por e pericdo de cuatro (04)
meses, conado a parte del dia siguiente hadil de k1 nolificacion de kB presente
Autonzacon

Articulo 5°- Da acverde con las considersciones axpuesias an la presenta
reschucidn el sefor RODRIGO ROJAS ALBENGRIN tiere |as sgulentas obligacionses

a) Contar con la autorizacin expresa de la comunidad, mediane acta de ssamblea
comunral, en caso requicra realizar 13 nvestigacion cientifica dentrs de teras de
comuridades campesinas ¢ comunidades nativas. En csso requiers el Ingreso a
pradios prvadas, nacasita el consentmenio escrto del propetano

b) No extragr especimenes, ni muestras biologicas de fNora silvestre ne aulcrizadas, no
cadar 108 MISMOs a ferceras personas. nl wizaros para fines distntos a o
averizado,

¢) Depasitar &l matenal colectado de fiem silvastre an una instiucidn ciantilica nacional
geposilaria de matenal biokqgico, ssi como, entregar al SERFOR la constancia de
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dicho deposito. En casos dedidamerte justficados, y eiempre que el mataral
solactado no constituys holotipos ri ejemplares inicos, &l depdsio se podra realizar
an una institucion distinta a la mencionada; para elo se requiene la sutonzacion cel
SERFOR
4) Enlregar 2 la Dreccén General de Geskcn Sostenible del Patrimonio Forastal y de
Fauna Sivestre del SERFOR. ura (01] copia dal Informe Final {Incluyendo version
digital) como resultado de |a autorizacon oligada, copias del materal folografico ylo
sides gus puedan sar ubizadas para difusién, El Informe Final (gl términe Oef
setudio) daberd contener una lista taxonomica de las escecies de flora colectades,
bajo ia presente aulonzacion, en farmiats MS Excel E218 |ig1a deberd contar con suUs
respeclivas coordenadas en formato UTH (Datum WGS84). nduyendo i3 zona (17
16 6 19). B formato ce Informe Final que debe ser usado 3 encuentra en el Anexo 3
de la presente resclucion
Los resullados del presente irabap de nvashgactn deberan sar presantados a las
comunidades campesings on las cuaes se realizard el estudio de conocimientos
ancestaes
T fi Soko en el cise que por razones cientilices acoladas e requiera emiar al extranjerc
& < ey ) parle del matenal colectado, @l inMeresado debera gesbonar el comespordients
Lo i Parmisc de Exportaadn ante la Direccdn General da Gastitn Sostenibla cel
S Patrimonio Forestal y de Fauna Silveste del SERFOR, asi como pasar ¢l control
1““" respactivo. Lee ejamplares dnicos de ioe grupas taxondmicee colectadee y holctipos
sblo podrén sec exportados en calidad de préstamo
g) El cumpimiento d2 o seftalado en el literal ¢) y d) ne debard ser mayor 2 ks seis (06)
meses al venzimienio de la presente autonzaciin,

L

Articulo 6°< El adminsirado se compromele a

a) Comunicar @ @ Administracitn Tecnica Forestal v de Faung Silvesire Selva Centrdd,
al ncio da los estudkosz de campo con a debida anticipacion. Aamismo, el personal
do cicha ATFFS, podrd acompaiarios durante 12 1oma do daws 0 verificadiongs en
caso lo considere Nnecesano, para 0 cual 1os invesigadores debseran brindar las
faclidades del caso

Sofcitar anmicipadamanta B8 B8 DGGEPFFS del SERFOR y dentro del plazo de
vigenca de la resolucidn. cualquier camBio an las caracteristicas de la investigacdn
oon fMines clentifticos apronada, cue demanden (8 actuskzacion de I8 presente
resolucion

Indicar el nimers de la Resolcion en |as pubkcacianes gensracdas a partir de la
sulrizacidon concadda.

b

o

Articulo T~ El admmnislirado del mencionado esludio debera implementar todas
I8 medicas de eegundsd ¥y aéimiracion ca@ impacie que sa puedan producr por las
achvidades propias de las achvdades de las fases de campo, como toma de daos
tratamienio y transporie de mueetras, franspore de equcos. personal, et

Articulo 3.- La contravancitn 3 las oblgaacnas y/o condicionas establecidas en
la presenie resoludidn conllevara a la comigidn de la infraccidn Wipificada en ol literal g)
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dal articulo 207.2 del Reglamenio para ks Gestitn Forestal aprobado mediante Decren
Supremo N° 018-2015-MINAGRI

Articule 9°- Nolfficar |2 presente rusolucion @l sefor RODRIGO ROJAS
ALBENGRIN y transcribria 8 |a Direcsén General de Informacion y Ordenamients
Forestal y de Fauna Slivestre, 3 1a Direccidn de Contral de la Gestidn del Pavimono
Forestal v a la Adminssiracion Tacnica Forestal y e Fauna Silvestre Salva Cantral para
$U conocimiento v fines pertinentes

Articulo 10°- Disponer la publicacén de & presents Resolicdn en el Portal
Vieh del Eervicio Nacional Farestal y de Fauna Sivesire: www serior gab pe

Reaistrese v Comuniauese

oy -
P ¥ 4 2

e G P 77
A L <

o e .
Miriam Marcedes Cerdan Quiliano
Dreciora General
Dreccidn General de Gestion Sostenble de!

Patrimonio Forestal y de Fauna Sivestre
Servio Naconal Forealal y 82 Fousa Sivestrs - SESFOR
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ANEXO 1

CUADRO N* 01, RELACION DE INVESTIGADORES QUE PARTICIPARAN EN EL

PROYECTO
Participacion en el [
Nombres y Apellidos . P he . Pasaporta/DNI
3 ;‘j Rodngo Rojas Albengdin | Inveetigador principal | 73172463
G880 N N D Coimvestigadorn Asesor 07840274
PO aymond | |
Nz Susan Mery Medina Canzio Co-invesiigedom co-asesor 43371725
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ANEXO 2

Cuadro N 2.- Detalle de la colecta del material biolagico

' Colecta o
Nombre Nombre Tipo 0 Cartidad capiura Fimalidad ce |a
cientifico comin muastra temporal {solo colecta
para fauna)
Andlisis de
Tesssarla pdarn 3 - dna e
integrifol bobo Ejemptar ernero | 2 plamas m;‘ut-: Y
P asquees
o o = Anilsis de
10 \3, :;) Iw. Huigerila | Ejemplar eciero | 2 phanitas e muksley y
() | comine i ot
B Matco o Andlais de
Bper aduncom Ejppmplar endera | 2 plantas - metales y
cordorcilo esquajes
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ANEXO 3

FORMATO DE INFORME DE INVESTIGACION
(PARCIAL o FINAL)

Una ves cuiminaca la invessgecion autonzada, &l nvesigador responsabie debera revisar of
cumnpmiento de s compromiscs asumidos, teriendo e cuenia lo sigusns

1) Enfregar a ls DGGSPFFS dal SERFOR una (01) copia del indorme parcal o final en
ioma espanol. como resultado de fa auonzacon olegads, en fomato Impreso y
seporte cigtal (C0), para elio adjunto ¢l formata de infermea a prasartar:

Tido dal Proyecto.

Arga estadiada (Indcando coordenadas qeodices pas Wodas s Jonas de
colucin).

N° da Asanzacikn

Autores

nstilucién

Rosumen para e pullicado e la web del SERFOR (forde s6 debara sefqlar
g resuladee y 19 relovarcia ¢ lg enconirado en forma sinvtetizada|

Marco 1aoreo.

Matera! y Matooos

Resulacos

Discusion.

Conclusionus.

Bibbogratia.

Arsaos

e

ennn

g=r—=—=eo

2) Entregar copas dal materal fodografics y'a shices que puscan ser uthzados per cifuson
instiucional no comerc s

31 Endragar copias de lafs| publcasdn{as) praducts da ls nvestigacion reakzachs en farmato
impreso ¥ digilal, o da lo contrano senalar qua no cuarda con publicacsdn alguna &n la
romgidn de Su carta.

4) Prasertar @ lista taxontmice de las especies de flora encortracas en las zonas
avaedas con s respectives coordenadas formato UTM [Datum WGES84), nolyendo la
2ona (17, 18 6 19) Dicha nfamacion dabara 86 preaarsca an un cuadro an fomantn
Excsl

8) Ademis, se deberd adjurtar copiss te lus conclancas de deposito del matemal biolégicn

y de ser o caso, copias de los permsos de exportacion olongados (para e caso de
autorizacion con colecta)
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3. Copia de documento de aprobacidon de comité de ética

o L e inexm: CIENTIFICA

INVESTIGACION CON ANIMALES Y
BIODIVERSIDAD

Constancia N* §1-CIEI.AB.CIENTIFICA-2013

El presidente del Comité Institucional de Ebca en Investigacicn con Animales y
Biednersidad de a Universidad Cientifica del Sur (CIEI-AB-CIENTIFICA) da constancia
gue el proyacto da Investigackin, cuyos datos e ragisiran a continuacidn, ha sido

aprobado

Codigo de registra 055-2019-PRE11

Titulo: Evaluacion de |3 rizoabsorcion en plantas de ribera del
ric Tulumayo (Chanchamayo, Junin) influenciadas por
efluentes mineros

investigader(a) Rodrigo Rojas Albengrin

La aprobacitn implica que & documenic presentado a evaluackin cumple con los
lincamientos de Universidad en matena de nvesligackm y &ica; no obstante,
consideramos que también es necesano cumplir los requiskos solcitados por el
pobierno peruano, esto a3, la oblencidn del permiso de Fvesiigacion (con o sin colecta)
dado por SERFOR. Le pedimoes que solicite dicho tramite v nos ermde la aprobacion
cormespondients en un plazo que no exceda los tres meses. Sin el cumplimiento de este
réquisilo, no =& pusde inicar la ejecucidn dal proyecto

En tal sertido, @518 aprobacion carecerd de valor gi es que e proyecto de invesbgackin
arriba indicado es modificado de cualquier forma Toda anmiends, aftadido, siminacion
a eventualdad (eventos adversos, elc.) potenor a la fecha de aprobacion debe ser
reporiado & CIEFAB-CIENTIFICA,

La vigancia de |a aprobacion de este documento e5 de dieciocho (18) meses (hasta el
05 de noviembre del 2020), perodo en el que pusde desarrollarse el proyecto,
Cualquier tramite para su renavacién debera ser enviado antes del 1&rming de la
vigencia de esta decumento, deblendo suspanderse fodo desarrolio hasta que la
renovaciin s&a aprobada

Vila El Salvador, 06 da mayo de 2019

’ (1Y

Presidente
Comité Institucional de Etica en Investigacicn
con Animales y Blodwersidad

wwwsavaloaedune
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4. Sustento del envio del manuscrito a la revista

M G m ail Susan medina canzio <smedinacanzio@gmail .com>

Your manuscript submission - 630943

Frontiers Enwvironmental Science Editorial Office 18 de noviembre de 2020,
<anvironmentalscience editoral office@frontiersin.ong=> 12:58
Responder a: Frontiers Environmental Science Editorial Office <environmentalscience_editorial officei@frontiersin.org=
Para: Susan Medina <smedinacanzic{@gmail .com>

Dear Dr Medina

We are pleased to inform you that we have received the manuscript "METAL ACCUMULATION M
AMAZOMIANMPLANTS (Tessaria integrifolia L., Ricinus comunis L and Piper aduncum L.} OF THE AROUND
TULUMAYD RIVERBAME IM FERU INFLUEMCED BY MIME EFFLUEMTS" to be considered for publication in
Frontiers in Environmental Science, section Water and Wastewater Management.

fou can access the review forum and track the progress of your manuscript using the following link:
hittps:/fwerw. frontiersin.omg JounalM&ySubmission. aspnx 7stage=101

Your manuscript is now in the initial validation stage to determine its suitability for peer review. Should your
manuscript be sent out for peer review, you will receive a notification once we receive the reports from reviewers and
the interactive review forum is activated. You will then be able to read the review reports and exchange directly with
the reviewers in the interactive review forum as well as submit a revised manuscript, if appropriate.

Best regards,

Your Frontiers in Environmental Science team

Frontiers | Editorial Office - Collaborative Peer Review Team

www. frontiersinuorg

Avenue du Tribunal Féderal 24, 1005 Lausanne, Switzerland

Office T41 21 510 17 60

For technical issues, please contact our IT Helpdesk (supporti@frontiersin.org) or visit our Frontiers Help Cemnter
{zendesk frontiersin_org/hc/en-us)
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