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ACTIVIDAD ENZIMATICA EN
PROCESOS DE FITORREMEDIACION
DE JALES MINEROS ASISTIDA CON
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INTRODUCCION

El desarrollo de actividades industriales a través del tiempo ha traido consigo el
aumento de los residuos; la mineria es uno de los problemas mas sefialados por la
sociedad a nivel mundial, ya que contribuye al deterioro de los recursos naturales
y genera una gran diversidad de contaminantes toxicos en el agua, la atmosfera,
el suelo y subsuelo; lo que conlleva a un irremediable deterioro del ambiente. En
México la mineria es una de las actividades de mayor importancia que ha

prevalecido a través del tiempo y fue fuente de expansién econdmica.

En la actualidad existen diversos estudios que buscan resolver la contaminacion
originada por elementos potencialmente toxicos presentes en agua, suelo y
subsuelo; mediante el uso de fitorremediacion en donde la principal caracteristica
es la capacidad que tienen las plantas para acumular compuestos organicos e
inorganicos que resultan toxicos en el medio en donde se encuentran. El uso de
estas técnicas ha alcanzado importancia por su bajo costo, el impacto
regenerativo que logran los lugares donde se aplica y la capacidad de extraccion

debido al crecimiento vegetal que se mantiene en la zona.

Con base a los puntos anteriores la presente investigacion plantea una solucion a
la contaminacién por residuos mineros denominados jales, utilizando la planta de
Ricinus communis, para evaluar la movilidad de los elementos potencialmente
toxicos en las diferentes fracciones del suelo mediante el uso de bacterias

promotoras del crecimiento vegetal propias de ambientes mineros.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los problemas de contaminacion local, nacional e internacional a los que nos
enfrentamos hoy en dia van aumentando radicalmente teniendo un impacto
negativo en los ecosistemas y a lo largo del tiempo llegan a ser parte del deterioro
de los mismos; principalmente, afectando la salud de la poblacibn que se
encuentra cercana.

El problema ambiental de mayor impacto en México es ocasionado por la mineria,
una de las actividades econdémicas de mayor importancia y tradicion por muchos
afos en diferentes zonas del pais, la cual conlleva a la acumulacion de residuos
generados por esta actividad; los jales, que representan efectos toxicos en el aire,
cuerpos de agua, suelo y subsuelo por la presencia de elementos potencialmente
toxicos (EPT).

De los problemas que enfrentamos con este tipo de residuo es que son
transportados facilmente por el viento; de su depdsito original a zonas cercas y
debido al tamafio de particula muy fina; menor a PM1o, ocasiona problemas de
salud a la poblacién por los largos periodos de exposicion a los que se
encuentran; ya que los EPT se acumula en los érganos vitales y pueden causar
problemas en el tracto respiratorio, rifidn, pancreas, asi como, efectos
cardiovasculares, irritacion en la piel, irritacion en los ojos y dafos

gastrointestinales.

La alta cantidad de EPT que se van al aire; seguido de la generacion de lixiviados
que ocasionan un drenaje &cido y la contaminacion visual de los depdsitos
mineros debido a la ausencia de restauracién son problemas acumulables, los
cuales por su manejo y disposicion inadecuada son desplazados a partes mas
bajas de los valles, hasta llegar a mantos acuiferos y finalmente al agua de
consumo cercana a las zonas mineras que en la actualidad han sido urbanizadas

teniendo un problema de salud para los habitantes.



JUSTIFICACION

En la actualidad existen diferentes métodos empleados para la descontaminacion
del suelo, el empleo de la fitorremedicion es considerada una alternativa viable
para la restauraciéon de un ambiente deteriorado; como los suelos mineros con
presencia de EPT. La diversidad microbiana asociada a ambientes mineros existe
y la técnica de fitorremediacion del suelo asistida con microrganismos; como las
bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV), buscan incrementar el
rendimiento de la planta, a través de la puesta en accion de mecanismos por parte
de la misma; buscando un equilibrio en la produccion enzimética ya que es
afectada por la presencia de EPT que aumentan la produccion de especies
reactivas de oxigeno (EROs) cuando la planta se encuentra bajo estrés por algin

contaminante.

Los contaminantes modifican el equilibrio entre produccién y eliminacién de EROs
e inducen a un estrés oxidativo en las plantas que pueden mostrar reacciones de
defensa, la enzima de glutation reductasa funge como sistema regulador
alcanzando un balance en la disminucién de los niveles toxicos del perdoxido de
hidrogeno y el estrés oxidativo; asi también, permite la sobrevivencia de las
plantas en el proceso de simbiosis con los microorganismos y que exista un mayor

crecimiento vegetal.

La activacion enzimatica frente a la presencia de contaminantes es un sistema
regulador al suprimir o eliminar EROs reduciendo el oxigeno molecular a formas
menos toxicas. Las principales vias de remocién de EROs incluyen enzimas que
favorecen los procesos metabdlicos de las plantas para que mediante el
incremento de la actividad enzimatica los niveles de toxicidad disminuyan. Por lo
tanto, la fitorremediacion juega un papel importante para la recuperacién o
destoxificacion de suelos, en la remocion o eliminacion de contaminantes evitando
que estos se infiltren a las aguas subterraneas o se volatilicen y provoquen dafios
al ecosistema y a la salud de los habitantes que se encuentran cercanos a las

Zonas mineras.



OBJETIVOS

General:
Analizar la actividad enzimatica de peroxidasa y glutation reductasa en presencia
de bacterias promotoras de crecimiento en procesos de fitorremediacién por

contaminacion de elementos potencialmente toxicos

Especificos:

e Evaluar el crecimiento de las plantas en presencia de bacterias promotoras
del crecimiento con dos tipos de sustrato, comercial y jal de minas

e Analizar la actividad enzimatica de Peroxidasa y Glutation Reductasa en el
tejido vegetal con bacterias promotoras de crecimiento en ambos sustratos

e Analizar la actividad enzimética de Peroxidasa y Glutation Reductasa en el
tejido vegetal sin bacterias promotoras de crecimiento en ambos sustratos

e Analizar la distribucion de elementos potencialmente téxicos en el suelo

durante el proceso de fitorremediacion

HIPOTESIS

Nula: En la fitorremediacién de jales de minas asistida por bacterias promotoras
del crecimiento vegetal no se ven disminuidas las EROs, el estrés oxidativo ni
incrementada la actividad de la Peroxidasa y Glutatién reductasa causadas por la

presencia de elementos potencialmente toxicos.

Alternativa: En la fitorremediacién de jales de minas asistida por bacterias
promotoras del crecimiento vegetal se ven disminuidas las EROs, el estrés
oxidativo e incrementada la actividad de Peroxidasa y Glutation reductasa
causadas por la presencia de elementos potencialmente  toxicos.

Xi



CAPITULO 1

ANTECEDENTES

1.1La mineria en México

La mineria es aquella actividad productiva en la que se extraen, explotan y/o
benefician los minerales depositados en el suelo y en el subsuelo. De acuerdo con
sus caracteristicas fisicas y quimicas los minerales se clasifican en metélicos, no
metalicos y energéticos (INEGI, 2014). La corteza terrestre esta formada por
minerales de todo tipo, pero solamente en ciertas partes estos elementos se
concentran y permiten, por su volumen, que se realicen explotaciones de valor
econdémico. Los yacimientos, depdositos o criaderos minerales corresponden a dos
situaciones fundamentales: los que se han formado al mismo tiempo que la roca
que los contiene, o sea la roca encajonante, denominados yacimientos
singenéticos, y aquellos que se formaron después de que se origind la roca

encajonante, resultado de las fisuras y fracturas. (Coll, Sdnchez, & Morales, 2002)

La mineria es una de las actividades econdmicas de mayor tradicion en México,
era practicada desde la época prehispanica y fue fuente de la expansion regional
desde la Colonia. En 2018, la mineria en México se ubicO como la sexta
generadora de divisas, debajo del sector automotriz, el electrénico, las remesas, el
petréleo, el turismo y solo por encima de la actividad agroindustrial, con 17 mil 489
millones de dolares (CAMIMEX, 2018). Desde su inicio las actividades extractivas

han estado supeditadas a los intereses y al patrén de desarrollo de otras naciones.

México se ha caracterizado por la riqueza de yacimientos mineros, lo que lo ha
ubicado en un primer plano de economia a nivel mundial; por la variedad de estos

en el pais.

1.1.1 Tipos de yacimientos explotados
Entre los principales tipos de yacimientos que se han explotado destacan los
epitermales (ubicados principalmente en Taxco, Guanajuato, Pachuca, Zacatecas,

Santa Barbara, etc.), los de metasomatismo de contacto o skarn (Charcas,



Zimapan, La Paz, San Martin, etc.), los sulfuros masivos vulcanogenéticos
(Tizapa, Rey de Plata, etc), y yacimientos del tipo porfido cuprifero (La Caridad,

Cananea, etc) (Martin Romero & Gutiérrez Ruiz, 2010).

1.1.1.1 Yacimientos epitermales

El ambiente epitermal, tal como indica la propia etimologia de este término, se
halla a escasa profundidad en referencia a la superficie terrestre y, en concreto,
define la parte superior de los sistemas hidrotermales naturales. Se caracteriza
este tipo de depdsitos minerales en funcion de la mineralogia de las menas
(mineral en abundancia para ser aprovechado) y de sus caracteristicas texturales,
asi como en sus propias reconstrucciones geoldgicas (Camprubi & Albinson ,
2006). Es la tipologia de mayor interés ya que son yacimientos principalmente de
oro y plata; siendo México uno de los principales productores de plata debido a
este tipo de yacimientos.

1.1.1.2 Yacimiento de metasomatismo de contacto o skarn

Los yacimientos de tipo skarn se encuentran entre los mas estudiados desde el
punto de vista metalogenético. Econdmicamente hablando, la tipologia de los
skarns abarca numerosos depdsitos ricos en Cu, Pb, Zn, Au, Fe, Wy Sn, asi como
en otros minerales industriales (wollastonita, grafito, asbesto, talco, fluorita, etc.)
(Pérez Segura & Gonzales Partida, 2010).

1.1.1.3 Yacimientos sulfuros masivos vulcanogenéticos

Los depositos de sulfuros masivos volcanogénicos (conocidos como depdsitos
VMS; de "volcanogenic massive sulfide") corresponden a cuerpos estratiformes o
lenticulares de sulfuros presentes en unidades volcanicas o en interfases
volcanico-sedimentarias depositadas originalmente en fondos oceéanicos. A
menudo, los depdsitos consisten en un 90% en pirita masiva, aunque la pirrotina
esta presente en algunos de ellos, pero contienen cantidades variables de Cu, Pb,
Zn, Ba, Au y Ag; siendo tipicamente depdsitos polimetalicos (Barrie & Hannington,
2019).



1.1.1.4 Yacimientos del tipo porfido cuprifero

Los pérfidos cupriferos son esencialmente depdsitos minerales de baja ley y gran
tonelaje. Se denominan porfidos porque frecuentemente, pero no exclusivamente,
se asocian con rocas igneas intrusivas con fenocristales de feldespato en una
masa fundamental cristalina de grano fino. Mas del 50% de la produccion de Cu
mundial proviene de este tipo de depoésitos. Los tres productos metalicos mas
importantes por valor en todo el mundo en los poérfidos cupriferos son el Cu
(cobre), Mo (molibdeno) y Au (oro) (Maldonado , 2019).

El estado de Hidalgo es rico en yacimientos de oro, plata, cobre, zinc y mercurio,
gque se envian a otras entidades de México y al extranjero, para su
industrializacion. En el estado, las compafiias mineras Real del Monte, Pachuca,
S.A. y Minera Autlan son las méas importantes. La ciudad de Pachuca, Hidalgo,
tiene jales de mina que resultaron de la acumulacion de mas de 200 afios de
actividad extractiva; el método de beneficio empleado en este distrito minero para
la extraccidon de Au y Ag fue principalmente por amalgamacion con Hg y por

cianuracion.

Muchos habitantes de la ciudad no perciben el problema ambiental; considerando
gue las condiciones meteorolégicas (vientos que alcanzan velocidades de 65 kph
y que se presentan hasta nueve meses al afio) favorecen la dispersion de
particulas finas que se encuentran en la superficie de los jales. Existen algunos
reportes que sefalan la problematica ambiental que representa para el hombre los
residuos de mineria, motivo de las condiciones normales de operacion de los
depdsitos o0 presas de jales mineros, y como consecuencia de tormentas y
derrames de liquidos en las presas, donde puede ocurrir la contaminacion de los
cuerpos de abastecimiento de agua con el posible deterioro de su calidad, sobre
todo si los jales tienen pH o contenido de metales que pueden volver el agua
temporal o permanentemente no apta para el consumo. (Hernandez E. ,
Mondragén, Cristobal, Rubifios, & Robledo, 2009). Sin embargo, estos residuos,

producto de la actividad minera son usualmente depositados a cielo abierto, en



donde sufren procesos de intemperismo por largos periodos de tiempo, sin tener
un control adecuado de los mismos causando un impacto al medio ambiente y la

salud de los habitantes.

1.2 Jales mineros

Los jales son los depdésitos de residuos mineros también conocidos como presas
de jales y son apilamientos de rocas molidas que quedan después de que los
minerales de interés han sido extraidos de las rocas que los contienen (Moreno,
2008).

Imagen 1. Al fondo las presas de jales, Zimapan Hidalgo ( Fuente: propia)

El principal problema ambiental asociado a los jales estd relacionado con la
generacion de drenaje acido y su dispersion a través de los escurrimientos
superficiales que, al transportarse, se convierten en un problema ambiental severo
al contaminar suelos, sedimentos, aguas superficiales y aguas subterraneas. La
absorcion y posterior acumulacién dependen en primera instancia del movimiento
(movilidad de las especies) de los metales desde la solucion del suelo hasta la raiz

de la planta (Prieto, Gonzéales, Roman, & Prieto, 2009).

Debido a que los jales estan expuestos al intemperismo, los minerales que
contienen pueden ser afectados por diferentes procesos, como reacciones de



oxido—-reduccion, de acido-base, hidrdlisis, adsorcién—desorcion, etc., que pueden
modificar la movilidad, biodisponibilidad y toxicidad de los metales contenidos,
derivando en su liberacion y subsecuente acumulacion e infiltracion al subsuelo.
La movilidad de los metales es afectada por diversos parametros fisicoquimicos,
especialmente por el pH, salinidad, textura, capacidad de intercambio cationico,
potencial redox y composicion mineraldgica (Ramos, Avelar, & Medel, 2012).

Generalmente, estos jales contienen sulfuros metalicos residuales como pirita
(FeS2), pirrotita (Fe1—xS), galena (PbS), esfalerita (ZnS), calcopirita (CuFeS2) y
arsenopirita (FeAsS), que son la fuente de elementos potencialmente tdxicos
(EPT) como el As, Cd, Pb, Cu, Zn, Fe, etc (Romero, Armienta, & Gonzales-
Hernandez , 2007).

1.3 Elementos potencialmente toxicos

Se define a los elementos potencialmente toxicos (EPT) como elementos de
elevado peso atdomico, que se emplean en procesos industriales e incluso en bajas
concentraciones, pueden ser nocivos para las plantas y los animales. Sus
caracteristicas mas comunes son: persistencia, bioacumulacion, biotransformacion
y elevada toxicidad, lo cual hace que se encuentren en los ecosistemas por largos

periodos, ya que su degradacion natural es dificil (Medisan, 2017).

En general, los elementos potencialmente toxicos son acumulados en el suelo
superficial y se reducen lentamente mediante la lixiviacion, el consumo por las
plantas, la erosion y la deflacién; teniendo la capacidad de ser transferidos a la
cadena alimenticia humana. Las aplicaciones domésticas, agricolas, industriales,
tecnologicas y médicas de los EPT han llevado a la contaminacion global en todos
los entornos (McKinley, McLellan, Gagné, & Quinn, 2019). Dentro de la lista de
EPT se encuentra el As, Cd, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb y Zn (Yotova , Padareva, &
Hristova, 2018).

Los EPT han sido utilizados ampliamente en actividades, tales como, la

agricultura, la mineria, la fundicion, la galvanoplastia y el refinado del oro; con lo



que, se han documentado serios problemas asociados a la contaminacion de los
suelos en estas actividades, afectando al medio ambiente y principalmente a las
plantas. La acumulacién de EPT en las plantas inhibe o activa algunos procesos
enzimaticos que afectan su productividad tanto cualitativa como cuantitativamente.
El plomo (Pb), el arsénico (As), el cadmio (Cd) y el zinc (Zn) entre otros, pueden
ser absorbidos por las plantas hasta concentrarse en sus tejidos a niveles toxicos;
tal situacion puede ser una posible via de entrada de estos metales en la cadena
alimentaria a través del consumo de plantas, directa o indirectamente por los seres
humanos (Ortiz & Trejo, 2009).

Los EPT pueden perturbar grupos esenciales de enzimas, destruir la integridad de
biomoléculas importantes, modificar algunas macromoléculas, reemplazar iones
metalicos esenciales de formulas estructurales de biomoléculas y alterar los
mecanismos de defensa antioxidante como resultado de la produccion de EROs
(Sarwar, Imran, Rashid, & Ishaque, 2017) causando toxicidad severa en las

plantas.

Los niveles de contaminacién por EPT y su impacto en el medio ambiente son
mayores y requieren de alternativas de descontaminacién que mantengan las
propiedades biol6gicas y la estructura fisica del suelo contaminado sin generar un
mayor impacto. Siendo la fitorremediacién un conjunto de estrategias para hacer
frente a la toxicidad de los EPT para contribuir a ciertos mecanismos de tolerancia

y asi remediar los suelos contaminados.

1.4 Fitorremediacién

La presencia de EPT en el suelo es una de las preocupaciones ambientales de
mayor importancia. Es por ello que se estan utilizando varias técnicas fisicas,
guimicas y biolégicas para eliminar EPT de los suelo; ya que representan un dafio
perjudicial a las plantas y a los animales al originarse en procesos naturales y
antropogénicos, lo que ocasiona en la planta la reduccion de su crecimiento
disminuyendo las tasas de fotosintesis y contenidos de clorofila (Sarwar, Imran,
Rashid, & Ishaque, 2017).



El término fitorremediacion hace referencia a una serie de tecnologias que se
basan en el uso de plantas para limpiar o restaurar ambientes contaminados,

como aguas, suelos, e incluso aire.

Esta tecnologia utiliza las plantas para remover, reducir, transformar, mineralizar,
degradar, volatilizar o estabilizar contaminantes, de una manera sostenible. Se
han identificado una amplia diversidad de especies que se emplean para este fin;
algunas de ellas, debido a su gran capacidad para acumular EPT, reciben el
nombre de hiper acumuladoras (Delgadillo, Gonzales, & Prieto, 2011). La
tolerancia a EPT es un requisito previo para el proceso de fitorremediacion, ya que
cuanto mas tolera la planta el estrés del metal, mayor seré la acumulacion de este
en los tejidos de la planta con los efectos adversos minimos sobre su salud

(Sarwar, Imran, Rashid, & Ishaque, 2017).

Fitorremediacion

Acumulacion en el tejido
cosechable

Imagen 2. Fitorremediacién. Fuente: (Buchanan, Gruissem, & Jones, 2000)



1.4.1 Tecnologias de la fitorremediacion

Como sefiala (Thangavel & Subbhuraam, 2004) dependiendo del tipo de
contaminante, las condiciones del sitio y el nivel de limpieza requerido; las
tecnologias de fitorremediacion se pueden utilizar como medios de inmovilizaciéon

o eliminacién de contaminantes.

1.4.1.1 Fitoextraccion o fitoacumulacion

En ella se explota la capacidad de algunas plantas para tolerar y acumular
contaminantes en sus raices, tallos o follaje para que su cosecha se dé faciimente.
Dentro de las consideraciones de esta técnica esta la seleccion de la especie de
planta mas adecuada para los contaminantes presentes (Delgadillo, Gonzales, &
Prieto, 2011).

1.4.1.2 Fitovolatilizacion

Se produce a medida que los arboles y plantas en crecimiento tienen la capacidad
de absorber, metabolizar y transportar contaminantes organicos e inorganicos de
Su raiz a partes superiores; llegando a las hojas para evaporarse o volatilizarse en
la atmosfera en formas menos téxicas o relativamente menos peligrosas a las

iniciales (Delgadillo, Gonzales, & Prieto, 2011).

1.4.1.3 Fitodegradacion

Se basa en el uso de plantas para degradar o transformar en sustancias menos
toxicas diversos tipos de contaminantes organicos principalmente, como
hidrocarburos aromaticos polinucleares, hidrocarburos totales del petroleo,
plaguicidas (herbicidas, insecticidas y fungicidas), compuestos clorados,
explosivos y surfactantes (detergentes). A través de reacciones enzimaticas que
llevan a cabo plantas y microorganismos asociados en la rizosfera o compuestos
organicos que se movilizan a través de la planta (Nufiez Lépez , Meas Vong,
Ortega Borges , & J.Olguin , 2004).



1.4.1.4 Fitoinmovilizacion

La fitoinmovilizacion provoca la sujecion y reduccion de la biodisponibilidad de los
contaminantes mediante la produccion de compuestos quimicos en la interfaz
suelo-raiz, los que inactivan las substancias toxicas, ya sea por procesos de

absorcién, adsorcion o precipitacion (Carpena & Bernal, 2007).

1.4.1.5 Fitoestabilizacién

Mediante esta estrategia las plantas desarrollan un denso sistema de raiz, lo cual
les permite inmovilizar contaminantes del suelo a través de su absorcion y
acumulacion en las raices o bien, por precipitacién en la zona de la rizosfera
(Delgadillo, Gonzales, & Prieto, 2011). Este proceso reduce la movilidad de los
contaminantes y su biodisponibilidad evitando su migracion a las aguas
subterrdneas e incluso al aire. Las plantas ejercen un control hidraulico en el area
contaminada; puesto que mantiene una humedad constante en la zona de la
rizosfera que favorece la inmovilidad del contaminante. La fitoestabilizacion
presenta mayor efectividad en suelos de textura fina con alto contenido de materia

organica (Padmavathiamma, Li, Chen, & Ru, 1994).

1.4.1.6 Rizofiltracion

Utiliza a las plantas para eliminar contaminantes del medio hidrico a través de la
raiz (Dushenkov, Kumar, Motto, & Raskin , 1995). Cuando el sistema radicular
estd bien desarrollado, las plantas se introducen en el agua contaminada con
metales, en donde las raices los absorben y acumulan. A medida que las raices se
van saturando, las plantas se cosechan y se disponen para su uso final
(Delgadillo, Gonzéles, & Prieto, 2011).

1.4.2 Ventajas y desventajas de la fitorremediacion
En la tabla 1 se muestran las principales ventajas y limitaciones de la
fitorremediacion en comparacion con otras tecnologias convencionales. Las
tecnologias se emplean y son principalmente utiles en grandes superficies, con
contaminantes relativamente inmadviles o con niveles de contaminacion bajo, y

deben considerarse procesos de recuperacion a largo plazo.



Tabla 1. Ventajas y desventajas de la fitorremediacion

Ventajas

Desventajas

Es eficiente tanto en contaminantes

organicos e inorganicos

Restringido a sitios con poca profundidad
de contaminacién dentro de la zona de

enraizamiento de plantas remediadoras

Su aplicacion es posible in situ y ex situ

Puede tardar varios afios para remediar un

sitio contaminado

La aplicacion disminuye el dafio del suelo

en comparacion de métodos

convencionales

Restringido a los sitios con bajas

concentraciones de contaminantes

Reduce la cantidad de residuos que se
depositan a vertederos (hasta un 95%). Ya
que permite el reciclado de recursos (agua,

biomasa, metales)

La biomasa vegetal que se cosecha de la
fitoextraccion puede ser clasificada como
residuo tanto, la

peligroso, por o

disposicién debe ser adecuada

En el lugar de la aplicacion disminuye la
propagacion de contaminantes a través del

aire y agua

Las condiciones climaticas son un factor
importante y en algunas ocasiones una

limitante

No requiere equipo costoso o personal

altamente especializado

La introduccion de especies no nativas

pueden afectar la biodiversidad

En aplicaciones a gran escala la energia
potencial almacenada puede utilizarse para

generar energia

El consumo/ utilizacién de biomasa vegetal

contaminada causa preocupacion

Puede ser aceptada por la poblacién al ser

estéticamente amigable

No todas las plantas son tolerantes o

bioacumuladoras

Actla positivamente en el suelo, mejorando
las caracteristicas fisicas y quimicas, por la

presencia de cubierta vegetal

Fuente: (Ghosh & Singh, 2005)

Con lo anterior, se sabe que algunas técnicas de fitorremediacion logran una
mayor efectividad a través de la manipulacion de microorganismos que favorezcan

la adaptacién de las plantas a los contaminantes, teniendo una mayor capacidad
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de remediacion y siendo mas 6ptima. El estudio de la diversidad microbiana y de
la dinamica de sus poblaciones en consorcios biodegradadores, esta creciendo
notablemente en el area de la ecologia microbiana, lo cual ha permitido
profundizar en el conocimiento acerca de la composicion de las comunidades
presentes en suelos contaminados, asi como su evolucion durante los procesos
de biodegradacién, para determinar cuales son los microorganismos capaces de
adaptarse y de explorar los habitats contaminados; considerando la funcion
metabdlica de los microorganismos en los sistemas contaminados, sistemas
naturales y sus interacciones metabdlicas complejas, con la participacion de
diferentes microorganismos, por lo que es necesario estudiar las poblaciones
microbianas presentes en el suelo de la forma mas representativa posible (Pérez,
Camacho, & Gémez, 2008).

1.5 Bacterias promotoras del crecimiento vegetal

La rizosfera es un ambiente Unico formado por la interfaz de las raices de las
plantas y el suelo circundante. Multitudes de microorganismos viven, compiten y
prosperan en este ambiente. Dichos microorganismos pueden influir en el
crecimiento y desarrollo de las plantas, de manera perjudicial o benéfica. Un
subconjunto de las bacterias rizosféricas son capaces de colonizar y prosperar en
el interior de los tejidos vegetales (raiz y tejidos aéreos), a estas bacterias se les
denomina endofitas, a condicion de que no tengan un efecto negativo en el
crecimiento de la planta, y se asume que su efecto en la planta es mas bien de
simbiosis o de protocooperacion (Aviles, Flores, & Hernandez, 2016). Es asi como
las BPCV proporcionan multiples beneficios en la agricultura al mejorar la
productividad de los cultivos y el contenido de nutrientes suprimiendo el
crecimiento de patdgenos.

Muchas bacterias asociativas son consideradas bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (BPCV), debido a su capacidad para estimular directamente el
crecimiento de las plantas, a través de diversos mecanismos, como el aporte de

nitrdgeno por el proceso de fijacion biolégica de nitrégeno atmosférico, produccion
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de sustancias reguladoras del crecimiento, solubilizacion de minerales y
nutrimentos, incremento en el volumen de la raiz, induccion de resistencia
sistémica a patdgenos, inhibicion del crecimiento de organismos antagonicos e
interaccidn sinérgica con otros microorganismos del suelo (Loredo, Lopez, &
Espinosa, 2004).

Y aungue es mayor las ocasiones en las que se ha tenido un mayor impacto en el
crecimiento vegetal; en otras ocasiones su impacto puede llegar a ser nulo y esto
se debe a las diferentes habilidades de las bacterias inoculadas para competir y
sobrevivir dentro de las comunidades bacterianas autéctonas de la rizosfera donde

son introducidas (Aviles, Flores, & Hernandez, 2016).

1.5.1 Principales grupos de BPCV
Los principales grupos de BPCV pertenecen a Proteobacterias y Firmicutes. En el
filo Firmicutes, Bacillus sp. son las bacterias predominantes con actividad
promotora del crecimiento de las plantas. En el phylum Proteobacteria, la clase
Gammaproteobacteria incluye los géneros Pseudomonas, Acinetobacter, Serratia,
Pantoea, Psychrobacter, Enterobacter y Rahnella (Ramakrishna, Yadav, & Li,
2019).

Las BPCV promueven el crecimiento de las plantas generalmente por dos
mecanismos: forma directa o indirecta. Los mecanismos directos incluyen facilitar
la adquisicidn de recursos y modular los niveles de hormonas vegetales o la
actividad enzimatica. Por otro lado, los mecanismos indirectos incluyen la
inhibicion de varios patdgenos que dificultan el crecimiento y el desarrollo de las
plantas, actuando como un agente de biocontrol (Glick , 1995). Es asi como
algunas de las BPCYV tienen potencial para la desintoxicacion de metales y mitigar
el estrés de la planta en un ambiente contaminado. La mejora del crecimiento de
las plantas mediante la solubilizacion de fosfato, produccion de é&cido indol-3-
acetico, sideroforos, amoniaco, cianuro de hidrégeno y fijacion de nitrégeno son

las caracteristicas principales que poseen este tipo de microorganismo.

12


https://www.proxydgb.buap.mx:2128/topics/agricultural-and-biological-sciences/plant-hormones
https://www.proxydgb.buap.mx:2128/topics/earth-and-planetary-sciences/growth-and-development
https://www.proxydgb.buap.mx:2128/topics/earth-and-planetary-sciences/biocontrol-agent

1.6 Actividad enzimatica

Las propiedades de los suelos varian naturalmente a través del tiempo por
factores que determinan su formacion como la precipitacion, el material parental,
los organismos que lo habitan, la actividad antropogénica etc., en consecuencia,
no existe una sola medida biolégica o quimica para determinar el estado de salud
y calidad de un suelo. Para aproximarse a la comprension de los ciclos de los
nutrientes y a los niveles de actividad microbiana responsables de estos procesos
se investigan varias actividades enzimaticas del suelo porque dan cuenta de las
reacciones bioquimicas que suceden dentro de este heterogéneo y complejo
sistema; ademas, estan estrechamente relacionadas con las propiedades fisicas,
guimicas y biolégicas y son sensibles a los cambios generados por su manejo, por
ende, las actividades enzimaticas permiten monitorear el funcionamiento del suelo
respondiendo a la necesidad de entender los efectos positivos, negativos e
interactivos sobre las propiedades y los procesos que suceden dentro de esta
matriz y las relaciones entre estos factores, los usos y practicas de manejo (Cerén
& Melgarejo, 2005). La presencia de BPCV con estrés por EPT, tienen la finalidad
de realizar actividades enzimaticas que favorezcan a la disminucién de las EROs y
aumentan como mecanismo de defensa al estrés por los contaminantes; como es

el caso de glutation reductasa que favorece y logra un equilibrio en las plantas.

1.7 Especies Reactivas de Oxigeno (EROs)

Las EROs han existido desde la introduccién del oxigeno molecular a la
atmosfera. Los intermediarios reactivos de oxigeno o EROs son formas
parcialmente reducidas o activadas del oxigeno atmosférico (Oz2). Generalmente
provienen de la excitacion del Oz para formar al oxigeno singlete (*O2) o de la
transferencia de uno, dos o tres electrones al Oz para formar, respectivamente, al
radical superoxido, al peréxido de hidrogeno (H202) o al radical hidroxilo (Rivera,
Buentello, Diaz-de-Ledn, & Pérez, 2007).

Las EROs en las plantas son moléculas de sefializacion en las células vegetales, y

por medio de la evolucion las plantas han logrado adquirir un alto grado de control
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sobre su toxicidad, teniendo un papel clave tanto en defensa de la planta a los
patbgenos como en la patogénesis, lo que ha llevado a la planta a desarrollar
mecanismos protectores antioxidantes para mantener las EROs en su nivel mas
bajo en las células, lo que disminuye el dafio a las paredes celulares y otros
organulos y componentes celulares (Arfaoui, El-Hadrami, & Daayf, 2018). La
produccién de EROs en plantas es parte del metabolismo normal de cloroplastos,
mitocondrias y peroxisomas; sin embargo, la exposicion a restricciones
ambientales, como las concentraciones de EPT puede abrumar a los sistemas que
protegen las plantas y provocar estrés oxidativo; lo que podria causar dafios a la
membrana celular y la destruccion de biomoléculas y organulos celulares debido al
aumento en la produccion de EROs en plantas bajo este tipo de estrés (Ekmekci,

Tanyolac, & Ayhan, 2008) superando la capacidad de desintoxicacion de la planta.

Existen moléculas antioxidantes que se encuentran en las plantas, como el
ascorbato y glutation que son clave en los sistemas enzimaticos especificos
(peroxidasas) ya que reaccionan rapidamente con el H202 y sus formas oxidadas
generan alta capacidad reductiva que permiten y favorece el ciclo redox. Los
antioxidantes no sélo funcionan para mantener las EROs bajas, sino que también
pueden participar en la regulacion de la sefalizacibn dependiente de EROs

(Noctor, Reichheld, & Foyer, 2018) para lograr un equilibrio en la planta.

1.8 Movilidad de EPT
Una vez en el suelo, los EPT pueden quedar retenidos en el mismo, pero ademas
pueden ser movilizados en la solucion del suelo o subsuelo mediante diferentes

mecanismos bioldgicos y quimicos.

La movilidad de los elementos traza en suelos es de suma importancia en cuanto
a su disponibilidad y su potencial para lixiviarse de los perfiles del suelo al agua
subterranea y a su vez depende si origen es natural o antropogénico (Solano
Marin , 2005).
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Los factores que influyen en la movilizacion de metales pesados en el suelo son:

Caracteristicas del suelo: pH, potencial redox, composicion ionica de la
solucién del suelo, capacidad de cambio, presencia de carbonatos, materia
organica, textura, etc.

Naturaleza de la contaminacion: origen de los metales y forma de
deposicion.

Condiciones medioambientales: acidificacion, cambios en las condiciones

redox, variacion de temperatura y humedad, etc.

Los mecanismos por los cuales los elementos traza de los suelos contaminados

pueden ser movilizados son (Solano Marin , 2005):

Acidificacion: Resultado de la oxidacion de sulfuros minerales y precipitados
y de fertilizantes de NH*4, por la fijacién biolégica de nitrégeno, por
precipitacion atmosférica acida (SOx y NOx) sobre los suelos, por
descomposicion de materia organica, por agotamiento de bases por
lixiviacion y por vertidos de contaminantes acidos.

Cambios en las condiciones redox: Condiciones oxidantes pueden causar la
oxidacion y disolucion de sulfuros insolubles. A la inversa, condiciones
reductoras pueden conducir a la disolucion de 6xidos y a la liberacion de
sus elementos traza coprecipitados en la solucién.

Complejacion de especies metalicas con ligandos orgénicos: Los ligandos
son constituyentes quimicos que se combinan con los metales en un
complejo quimico.

Cambios en la composicion idnica de la solucion del suelo: que pueden
tener un marcado efecto en la adsorciobn de elementos traza y su
incorporacion en complejos inorganicos solubles e insolubles.

Metilacion: Metales como As, Hg, Sb, Se y Sn pueden ser transformados en

metilespecies.
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1.9 Extraccion quimica secuencial

Los procedimientos de extraccidn quimica secuencial poseen una metodologia
comun basada en la exposicion sucesiva de una misma muestra solida a
soluciones extractantes de fuerza creciente y/o de caracteristicas diferentes
(L6pez Julidn & Mandado Collado, Extracciones quimicas secuenciales de metales
pesados. Aplicaciones en ciencias geologicas. , 2002). Aplicadas para evaluar la

movilidad de los metales en sedimentos, suelos y materiales residuales.

El reparto de los elementos traza entre las distintas fracciones de un sélido,
permite profundizar en el conocimiento tanto de la potencial movilidad de dichos
elementos como de su disponibilidad biolégica, lo que constituye una clara
aplicacion de estas metodologias en disciplinas asociadas a las ciencias

ambientales.

Existen protocolos de extraccion secuencial que difieren en el nUumero de etapas
de ataque, en los reactivos empleados o en las condiciones experimentales bajo
las cuales se desarrollan. En algunos casos se emplean con una finalidad
meramente descriptiva (determinar la especiacion en determinados materiales
geoldgicos), pero en otros se utilizan con un objetivo claramente aplicado y
complementando a otras metodologias experimentales (Lopez Julian & Mandado
Collado, Extracciones quimicas secuenciales de metales pesados. Aplicaciones en
ciencias geologicas. , 2002).

En el protocolo de Tessier (Tessier, Campbell, & Bisson, 1980) estan expuestas su

orden secuencial y los tipos de reactivos que se aplican, teniendo:

a) Fase intercambiable (electrolitos concentrados)

b) Fraccion carbonatada (acidos débiles)

c) Fraccion de 6xidos y oxihidroxidos metalicos (de Fe y Mn, principalmente)
(agentes reductores)

d) Fraccion ligada a la materia organica (agentes oxidantes)

e) Fraccion residual (acidos fuertes)
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CAPITULO I

METODOLOGIA

2.1 Preparacion de In6culo Bacteriano

Las cepas seleccionadas aisladas de la rizésfera de las plantas y previamente
caracterizadas como bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV),
correspondientes a Serratia K120 y Serratia MC119 se crecieron masivamente en
Caldo Luria Bertani (LB); mientras que Pantoea 113, Pantoea 134 y Pantoea 135
crecieron masivamente en caldo Rojo Congo, las cuales se tuvieron en incubacién
a 30°C durante 48 horas. Posteriormente, las cepas bacterianas se separaron por
centrifugacion a 8000 rpm durante 20 minutos para continuar realizando un ajuste
con buffer de fosfatos 0.1 M (pH 7.4) a 0.5A equivalente a 1x10° UFC/mL
(Mendoza Hernandez, Vazquez Delgado, & Castillo Morales, 2019).

2.2 Preparacién de semillas
Se recolectaron frutos frescos de la planta de higuerilla (Ricinus communis), los
cuales se secaron al sol durante 3 dias y posteriormente a las semillas obtenidas

se les realizd un lavado con agua destilada para ser usadas.

Imagen 3. Frutos frescos de higuerilla (Ricinus communis)
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2.3 Disefio experimental

Se realizd un ensayo experimental por lotes (con 3 repeticiones) para evaluar el
efecto de la inoculacién bacteriana. Se tuvieron 5 tratamientos correspondientes al
namero de cepas y un tratamiento testigo; los tratamientos consistieron en una
mezcla de residuos mineros y sustrato, y sélo sustrato comercial; con el testigo se

evalué las condiciones sin indculo bacteriano.
En la tabla 2 se puede observar el disefio de los tratamientos.

Tabla 2. Disefio experimental

Tratamientos

Cepa Especie Sustrato Jal Replicas
Control - 1 1 3
MC119 Serratia 2 2 3
K120 Serratia 3 3 3
113 Pantoea 4 4 3
134 Pantoea 5 5 3
135 Pantoea 6 6 3

2.4 Preparacion de macetas

Se utilizaron bolsas de invernadero como maceteros. ElI primer lote de
tratamientos fue una mezcla de jal de minas y 20% de sustrato comercial Miracle
Grow® y el segundo lote de tratamientos so6lo de sustrato comercial Miracle

Grow®, la hidratacion de cada unidad experimental fue con 100 mL de agua.

Imagen 4. Preparacion de maceteros
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2.5 Ensayos en macetas

Se sembraron 4 semillas de higuerilla (Ricinus communis) por unida experimental
a una profundidad de 5 cm aproximadamente; posterior a ello se inoculé con 25
mL de suspension bacteriana a los tratamientos con jales mineros y 10 mL de

suspensién bacteriana a los tratamientos con sustrato comercial.

Durante el experimento se monitorearon las variables de tiempo de germinacion,

namero de brotes y altura total de la planta.

Imagen 5. Monitoreo de variables de altura

Para después de 2.5 meses medir la actividad enzimética de peréxido de
hidrogeno, peroxidasa y glutation reductasa presentes y el tamafio de las raices

de las plantas.

2.6 Determinacién de perdxido de hidrégeno (H202) y peroxidasa

El contenido de perdxido de hidrogeno se determind de acuerdo con (Nxele, Klein,
& Ndimba, 2017) con algunas modificaciones, utilizando 250 mg de peso fresco de
Ricinus communis macerados y homogeneizados con 5 mL de Acido
tricloroloacético 0.1% (TCA); posteriormente se centrifugd a 8000 rpm durante 15
minutos a 4°C. Se tomd una alicuota de 0.5 mL de sobrenadante y se le adicioné

0.5 mL buffer de fosfato de potasio 0.1 M pH 7y 1 mL de KI 1 M. La suspension se
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us6 para determinar peroxido de hidrégeno y peroxidasa con el Kit de Ensayo
(colorimétrico)  OxiSelect™ Hydrogen Peroxide/Peroxidase, mediante

espectrofotometria de absorcion molecular UV-Visible.

Imagen 6. Extraccion enzimatica del H.O;

Imagen 7. Extraccion enziméatica de Peroxidasa
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2.7 Determinacion de Glutation Reductasa

Se determind glutation reductasa de acuerdo con Esfandiari & Shekari, 2007 con
algunas modificaciones, homogeneizando 250 mg de hojas frescas de Ricinus
communis en buffer de fosfato de potasio 0.1 M a pH 7.5 que contiene EDTA 0.5
mM, se procedié a centrifugar a 8000 rpm a 4°C durante 15 minutos. El
sobrenadante se usO para determinar glutation reductasa mediante el Kit de
Ensayo OxiSelect™ Glutathione Reductase por espectrofotometria de absorcion
molecular UV-Visible.

Imagen 8. Extraccion enzimatica de Glutation Reductasa

2.8 Extraccién secuencial de EPT

El analisis de la presencia de elementos potencialmente téxicos se realizo
mediante la metodologia de extraccion secuencial (Lépez Julian & Mandado
Collado, EXTRACCIONES QUIMICAS SECUENCIALES DE METALES
PESADOS. Aplicaciones en ciencias geologicas, 2002), que consiste en

determinar la presencia de los elementos potencialmente toxicos en las diferentes
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formas quimicas en las que pueden existir. Las fracciones que se obtuvieron
fueron: soluble (Favas, Pratas, Gomes, & Cala, 2011), intercambiable, enlazada a
carbonatos, enlazada a oxihidroxidos de Fe, enlazada a oxidos de Fe, enlazada a
materia organica (Tessier, Campbell, & Bisson, 1979), enlazada a sulfuros y
fraccion residual (US-EPA, 1996).

Para esto, se colocaron 2 g de muestra de jal utilizados en los diferentes
tratamientos bacterianos en tubos de polipropileno en los cuales se realizé el

ensayo.

1. Fraccion soluble: se agreg6 16 mL agua destilada, se agité durante 30 min
y posteriormente se centrifugd a 8000 rpm durante 20 minutos (Favas P., et
al., 2011).

2. Fraccion intercambiable: se agreg6 16 mL de MgCl2 1 M y se agitdé durante
1 h, posteriormente se centrifugé a 8000 rpm durante 20 minutos.

3. Fraccion unida a Carbonatos: se agregd 16 mL de C2HsNaO2 1 M y se agit6
durante 10 h, el sobrenadante se separé como el paso anterior.

4. Fraccion unida a Fe (lll)-Oxihidroxidos: se agregé 80 mL de 0.2 M de
oxalato de amonio y se agit6 1h en la oscuridad, separando el
sobrenadante por centrifugacion.

5. Fraccion unida a Fe (lll)-6xidos: se colocaron 40 mL 0.04 M NH20H-HCI2
agitandose durante 6 h a 96 °C, y posteriormente se centrifugé durante 30
min.

6. Fraccion unida a materia organica: se agregaron 6 mL 0.02 M HNOz mas 10
mL H20:2 y se agitdé durante 2 h a 85°C, posteriormente se le agregaron 6
mL H20:2 y se agitd durante 3hr a 85°C, después de lo anterior se le agrego
10 mL 3.2 M NH4O0OCHs3 y se agit6 durante 30 min, después se separo el
sobrenadante (Tessier A., et al., 1979; Dold B., y Fontboté L., 2001).

7. Fraccion unida a sulfuros: Se agregé 1.5 g de KCIOs3, mas 10 mL de HCI 12
M, se tapd y agitd en vortex por 30 min, se agregd 20 mL de HNOs 4M, se
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tapd y agité en vortex durante 20 min a 90°C, se separ0 el sobrenadante
(Hall G., et al., 1996; Favas P., et al., 2011).

8. Finalmente, para la fraccion residual: se agregé 10 mL HNOs, después 4
mL HCl y 1 mL H202, se coloco en microondas a 180°C por 15 min, al

término se filtré y diluyd la muestra a 50 mL con agua destilada (US-EPA,
1996).
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Imagen 9. Extraccion quimica secuencial

2.9 Extraccién total de EPT

El andlisis de extraccion total de EPT se realiz6 mediante una digestién acida con
el objetivo de reducir interferencias debido a la presencia minima de materia
organica y tener a los metales en una forma en la que se pudieran analizar. Para
ello se colocaron 2 g de cada muestra (mezcla de sustrato y jal) en matraces
Erlenmeyer adicionando 2 mL de peréxido de hidrogeno (H202), 5 mL de acido
clorhidrico (HCI) y 10 mL de &cido nitrico (HNOs) dejando reposar entre cada

adicion para evitar reacciones exotérmicas fuertes.
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Imagen 10. Digestion &cida para la extraccion total

Después se procedié a calentar la muestra por 2 h a temperatura de ebullicion
evitando una evaporacion total de la mezcla. Se aford la muestra restante a 50 mL
con agua destilada para posteriormente realizar la lectura mediante

espectrofotometria de absorcion atémica.

Para la lectura de los EPT se prepararon las curvas de calibracién de cada metal y
se determind asi la concentracion de los EPT por espectrofotometria de absorciéon

atémica en un equipo de la marca PerkinElmer (modelo AAnalyst 400).

2.11 Andlisis estadistico

Se realiz6 un analisis estadistico de varianza para detectar las diferencias
significativas entre las variables de altura, las concentraciones de las enzimas
medidas, asi como las concentraciones de los EPT presentes entre los
tratamientos mediante una prueba de Tukey con un nivel de significacion del 95%
(p=0.05).
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSIONES
3.1 Resultados

3.1.1 Tiempo de germinacién de las semillas
El sembrado de higuerilla (Ricinus communis) se llevé a cabo en la segunda
semana del mes de agosto de 2019, presentando los primeros brotes a los 12 dias

de su inoculacion con las diferentes cepas bacterianas.

Germinacion
50
45
40
35
30 27
25 22 22 21
20
17* 17 4+ 15 15

15 12 12*
10 I I I

0
Control Serratia Serratia Pantoea Pantoea Pantoea

MC119 K120 113 134 135

Cepas

45

Dias

a1

m Sustrato = Jal

Gréfica 1. Dias promedio de germinacion de semillas

Existe una diferencia en la disminucién de los dias promedio de germinacion en
los tratamientos con sustrato comercial Miracle Grow®, donde la cepa Pantoea
113 tuvo un promedio de 12 dias de germinacion respecto al control con 22 dias;

sin ser una diferencia significativa, como se observa en la gréfica 1.
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Para los tratamientos con jal de minas disminuye de manera significativa (p<0.05)

el tiempo de germinacion de las plantas inoculadas con las bacterias Pantoea 135

siendo de 12 dias, Serratia K120 14 dias y Serratia MC119 con 17 dias respecto al

control que tuvo un promedio de 45 dias de germinacion, como se observa en la

gréfica 1.

3.1.2 Promedio de plantas totales

Como se menciono, el inicio de los brotes se dio a los 12 dias posteriores a la

inoculacién bacteriana, por lo que se obtuvo un promedio del nimero de plantas

existentes en cada tratamiento.

Plantas
o = = N N w w N n (6]

Control

Total de plantas

4 4 4 4 4 4 4 4 4
3

Serratia Serratia Pantoea Pantoea Pantoea

MC119 K120 113 134 135
Cepas

Sustrato = Jal

Gréfica 2. Numero promedio de plantas

Como se observa (Grafica 2) el niumero total de plantas que crecieron no presenta

un aumento significativo con la inoculacion de las bacterias, sin embargo, fue
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mayor la cantidad de plantas que crecieron en comparacion con el control; para

los tratamientos con sustrato y jal.

3.1.3 Altura promedio de las plantas
Posterior al brote de las semillas, el crecimiento de las plantas en los tratamientos
con presencia de in6culo bacteriano mostré tallos gruesos y fuertes, asi como

hojas grandes y verdes; respecto a los controles.

ALTURA PROMEDIO
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Gréfica 3. Altura de las plantas

La altura promedio de las plantas presenté diferencias sin ser significativa como se
observa en la Gréfica 3, el tratamiento de sustrato inoculado con la cepa Pantoea

134 tuvo una altura de 13.11 cm con respecto al control con una altura de 10.13

cm.
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En los tratamientos con jal, la cepa Pantoea 134 con 11.17 cm presentd mayor
altura con respecto al control con 8.72 cm. Aunque la altura de las plantas en el
lote de sustrato comercial fue mayor, puede observarse que la diferencia se
presenta en un bajo rango respecto a los tratamientos con jal, lo que podria
significar que las bacterias a pesar de encontrarse en un medio desfavorable
estan cumpliendo su funcion de ayudar al crecimiento de las plantas y al mismo

tiempo manteniendo y/o aumentando su rendimiento en esas condiciones.

3.1.4 Longitud promedio de raices
La longitud de las raices se midio después de 2.5 meses, para lo que se utilizo el

programa Image Tool v. 3.

Longitud de raices
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Gréfica 4. Longitud de raices

Se puede observar (Gréfica 4) que en los tratamientos de sustrato existe

diferencia significativa (p<0.05) en la longitud de las raices del control con 11.19
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cm, respecto de los tratamientos inoculados con las cepas Serratia MC119 con
19.68 cm y Pantoea 135 con 18.66 cm.

Por otra parte, en los tratamientos con jal existe una diferencia de la longitud de
las raices del control (9.18 cm) y las cepas Pantoea 113 (13.14 cm), Serratia

MC119 (13.76 cm) y Pantoea 135 (14.28 cm), sin ser una diferencia significativa.

En los tratamientos con sustrato se not6 el crecimiento lateral de las raices; y
mayormente abundante, en las unidades con cepas bacterianas; al presentarse un
crecimiento exponencial existié una limitante entre raices al ser abundantes y un
espacio mayor para su crecimiento que no estaba contemplado. Por otro lado, en
los tratamientos con jal se presentaron condiciones desfavorables para las plantas
por el endurecimiento del jal debido a la accién de contraccién-expansion de las
particulas, lo que no permitié que las raices fueran mas profundas y a su vez limité

su crecimiento.
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3.1.5 Determinacion de peréxido de hidrégeno (H202)
La concentracion de perdoxido de hidrogeno se determind mediante extraccion

enzimatica tanto en la parte aérea de las plantas como en sus raices.
3.1.5.1 Determinacion de H>Oz en parte aérea

Peroxido de hidrégeno
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Gréfica 5.Determinacion de H,O; en parte aérea de las plantas

Existe una diferencia significativa (p<0.05) en la disminucion del H202 en la parte
aérea de las plantas de los tratamientos de sustrato inoculados con bacterias;
siendo asi que Pantoea 113 presentd la mayor disminuciéon de H20: respecto al

control, como se observa en la grafica 5.

En los tratamientos de jal inoculado con bacterias se presento la disminucion del
H202, con una diferencia significativa (p<0.05) en la cepa Pantoea 113 respecto al

control, como se muestra en la grafica 5. Con lo que podemos inferir que Pantoea
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113 fue la cepa que presentd mejores resultados en la disminucién del H202 en
ambos tratamientos.

3.1.5.2 Determinacién de H>O» en raiz
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Gréfica 6. Determinaciéon de H,O; en raiz

Examinando las raices del lote con sustrato comercial, existe una disminucion del
peréxido de hidroégeno en los tratamientos inoculados con Pantoea 135 seguido de
Pantoea 113 ambas cepas respecto al control, aunque no es una diferencia
significativa (ver gréfica 6).

Las raices del lote tratado con jal presentaron diferencias significativas (p<0.05) en
la disminucién de la concentracion del perdxido de hidrégeno, en los tratamientos
inoculados con la cepa Serratia MC119, Pantoea 113 y Pantoea 135 respecto al

control, como se observa en la grafica 6.
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3.1.6 Determinacién de enzima Peroxidasa

3.1.6.1 Determinacion de enzima Peroxidasa en parte aérea
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7.7000
7.6000

*
7.5000
E 7.4000
5 7-3000
& 7.2000
< 7.1000
(&)
S 7.0000
@)
6.9000
6.8000

Control Serratia  Serratia Pantoea Pantoea Pantoea
MC119 K120 113 134 135

u/mL)

Cepas

® Sus-hoja ®Jal-hoja

Gréfica 7.Determinacion de enzima Peroxidasa en parte aérea

La produccién de la enzima Peroxidasa en la parte aérea de las plantas en los
tratamientos de sustrato inoculados con bacterias present6 mayoritariamente un
incremento, existiendo una diferencia significativa (p<0.05), de forma que Serratia
MC119 presentdé el mayor aumento de la enzima respecto al control, como se
puede ver en la grafica 7.

Los tratamientos de jal inoculado con bacterias presentaron un aumento de la
produccion de la enzima Peroxidasa, donde la cepa Serratia K120 fue la que
presentdé mayor incremento respecto al control, sin embargo, sin significancia
estadistica aparente.
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3.1.6.2 Determinacién de enzima Peroxidasa en raiz
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Gréfica 8.Determinacién de enzima Peroxidasa en raiz

En la parte de raices del lote con sustrato comercial existe un aumento de la
produccién de la enzima Peroxidasa; en los tratamientos inoculados con Pantoea
135 seguido de Pantoea 113, ambas cepas respecto al control, presentandose con

una diferencia significativa (p<0.05) (ver grafica 8).

Por su parte, las raices del lote tratado con jal presentaron diferencia en el
aumento de la produccion de enzima Peroxidasa notoria, pero sin significancia en
los tratamientos inoculados con la cepa Pantoea 135 respecto a la concentracion

del control, como se observa en la grafica 8.
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3.1.7 Determinacién de enzima Glutatién Reductasa

3.1.7.1 Determinacion de enzima Glutation Reductasa en parte aérea
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Gréfica 9.Determinacion de la enzima Glutation Reductasa en parte aérea

La parte aérea de las plantas presentd diferencia significativa (p<0.05) en el
aumento de la produccion de la enzima Glutation Reductasa de los tratamientos
de sustrato inoculados con bacterias; las cepas Serratia MC119, Serratia K120 y
Pantoea 134 fueron las que presentaron el mayor aumento de la enzima respecto

al control (ver grafica 9).

En la parte aérea de los tratamientos de jal inoculado con bacterias, se presento el
aumento de la produccion de la enzima Peroxidasa en todas las cepas, sin
diferencia significativa, siendo la cepa Pantoea 113 la que presentd mayor

concentracion respecto al control. Como se muestra en la gréfica 9.
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3.1.7.2 Determinacion de enzima Glutation Reductasa en raiz
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Grafica 10.Determinacion de enzima Glutation Reductasa en raiz

En la parte de raices del lote con sustrato comercial existe un aumento
significativo (p<0.05) de la produccion de la enzima Glutation Reductasa, en los
tratamientos inoculados con bacterias de Pantoea 113 con respecto al control,
representado en la gréafica 10.

En los tratamientos con jal se presentaron diferencias significativas (p<0.05) en el
aumento de la produccion de la enzima Glutatibn Reductasa, con las cepas
Pantoea 113 y Pantoea 134 respecto al control, mientras que las otras cepas

tuvieron aumento sin diferencia significativa (ver gréafica 10).
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3.1.8 Extraccion secuencial
En los procesos de fitorremediacién algo importante, es saber el comportamiento
de los EPT en las diferentes fracciones del suelo, donde las fracciones disponibles
para la planta son: la fraccion soluble, intercambiable y carbonatos y las no

disponibles corresponden a las fracciones de sulfuros y residual.

3.1.8.1 Plomo (Pb)
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Gréfica 11. Movilidad de plomo

Con respecto al Pb se logr6 observar que las bacterias contribuyen a la
movilizacion de este EPT, de las fracciones disponibles a las fracciones no
disponibles. Las cepas bacterianas lograron una disminucién de la fraccién

biodisponible presente en el control de un 30% a un 15% en Serratia MC119, 24%
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Serratia K120, 18% Pantoea 113, 13% Pantoea 134 y 20% Pantoea 135;
correlacionado con lo anterior existe un aumento del EPT a la fraccion unida a
sulfatos donde aument6 un 9% en la cepa Serratia K120, 6% en Pantoea 113, 5%
Pantoea 134 y 4% en Pantoea 135 respecto al control. Para la fraccion residual se
presentd un aumento del 16% en Serratia MC119, 1% en Serratia K120, 8%

Pantoea 113, 15% en Pantoea 134 y 10% Pantoea 135 respecto al control.

3.1.8.2 Niquel (Ni)
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Gréfica 12. Movilidad de niquel

El niquel no se ve presente en fracciones biodisponibles. Existe un aumento de la
fraccion unida a materia organica en las cepas Pantoea 134 con el 13% y Pantoea

135 con 3% respecto al control que presenta un 18% de la fraccion; el aumento se
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puede atribuir a la formacion de soluciones complejas del niquel con la materia

organica, sin presentar niveles de biodisponibilidad en esa fraccion.

Se observa también, en la gréfica 12, que existe la movilidad del EPT de la
fraccion unida a materia organica hacia la fraccion de sulfuros, en los tratamientos
inoculadas con las cepas, aumentando un 100% en Serratia MC119, 100%

Serratia K120 y 84% en Pantoea 113 respecto al 82% presente en el control.

3.1.8.3 Cobre (Cu)
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Gréfica 13. Movilidad del cobre
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En el Cu se logré observar que las bacterias contribuyen a la movilizacion de este
EPT, de la fraccibn unida a materia organica a las fracciones de oxihidroxidos,

sulfuros y residual.

Las cepas bacterianas lograron una disminucion de la fraccién unida a materia
organica presente en el control que va del 51% a 31% en Serratia MC119, 28%
Serratia K120, 28% Pantoea 113 y 28% Pantoea 134; correlacionado con lo
anterior existe un aumento del EPT a la fraccion unida a oxihidroxidos donde
aumento un 2% en la cepa Serratia MC119, 13% Serratia K120, 6% en Pantoea

113, 2% Pantoea 134 y 1% en Pantoea 135 respecto al control.

También se vio la movilidad del EPT en el aumento de la fraccion unida a sulfuros;
qgue va del control con un 44% a Serratia K120 con 53% y Pantoea 113 con 47%.
Y a la fraccion residual con el aumento del 25% en Serratia MC119, 6% en
Serratia K120, 19% Pantoea 113, 37% en Pantoea 134 y 6% Pantoea 135
respecto al 4% del control. Con lo que existi6 movilidad del EPT a otras fracciones

no disponibles y asi se anula el riesgo de biodisponibilidad.

3.1.8.4 Manganeso (Mn)

Finalmente, con respecto al Mg se logré observar que existe nulo porcentaje de
fracciones disponibles en los tratamientos que va del 1 al 2% y que las bacterias
contribuyen a la movilidad de este EPT, de las fracciones unidas a oxihidréxidos y
materia organica a las fracciones unidas a sulfuros y residual, como se observa en

la gréfica 14.

La disminucion que presente la fraccién unida a oxihidréxidos va del control con un
16% a 11% en Serratia MC119, 11% Serratia K120, 10% Pantoea 113, 9%
Pantoea 134 y 11% Pantoea 135. Por otro lado, la fraccion unida a la materia
organica disminuye del control con 24% a 16% en la cepa Serratia MC119, 15%
Serratia K120, 12% Pantoea 113 y 19% Pantoea 134.
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Grafica 14. Movilidad del Manganeso

A su vez se ve reflejado el aumento en la fraccion residual en 31% para Serratia
MC119, 26% Serratia K120, 35% Pantoea 113, 33% en Pantoea 134 y 31%
Pantoea 135 respecto al control que presenta un 25%. De la misma forma el
aumento en la fraccion residual va del 30% presente en el control a 41% para
Serratia MC119, 46% Serratia K120, 42% Pantoea 113 y 36% en Pantoea 134.
Concluyendo que la movilidad de Mn aumenta a fracciones no disponibles en

presencia de las bacterias.
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3.2 Discusién de resultados

La problemética ambiental de los jales de minas implica que se implementen
tecnologias amigables con el medio ambiente como la fitorremediacién. Estos
procesos de fitorremediacion asistidos por bacterias pueden favorecer a un mejor

funcionamiento debido a la disminucion del estrés en las plantas.

En este estudio la inoculacion con BPCV, de los géneros Serratia MC119, Serratia
K120, Pantoea 113, Pantoea 134 y Pantoea 135, en las plantas de higuerilla
favorecid el incremento de altura de las plantas y la longitud de las raices,
concordando con lo reportado por Funes Pinter et al. (2018) en donde evaluaron la
capacidad de las BPCV para reducir la toxicidad del As Ill en la vid y confirmaron
que a su vez favorecen el crecimiento y rendimiento de la fruta, reduciendo los

indicadores de toxicidad.

Durante la evaluacion se encontr6 que el tiempo de germinacién de las semillas se
redujo en los tratamientos inoculados con bacterias, siendo la cepa Pantoea 113 la
mejor con un promedio de 12 dias respecto al control con 22 dias en el lote tratado
con sustrato; y con una diferencia significativa las cepas Pantoea 135 con 12 dias,
Serratia K120 con 14 dias y Serratia MC119 de 17 dias respecto al control que fue
de 45 dias en el lote tratado con jal de minas; para lo cual podemos sefialar que
las BPCV ya cumplen su funcién desde la etapa de germinacion. En el nimero de
brotes no se obtuvo diferencias significativas; sin embargo, en los tratamientos con
los in6culos bacterianos el promedio de la altura fue mayor respecto al control
para ambos lotes. Mientras que las raices presentaron una diferencia significativa
en los tratamientos con la cepa Serratia MC119 en sustrato y con la cepa Pantoea
135 en jal en comparacién a sus controles. Como lo demuestra D.L.B Sobariu et
al. (2017) en su estudio donde las BPCV promueven el crecimiento de la planta y
la tolerancia a la acumulacion de metales. Siendo asi que la bacteria Azotobacter
sp. pudo estimular la eficiencia de germinacion promedio de Lepidium sativum en
casi un 7%, la longitud promedio de las raices en un 22%, la longitud promedio del

tallo en un 34% y la biomasa seca en un 53%.
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En la disminucion del H20: para la parte aérea fue la cepa Pantoea 113 en
sustrato y jal la que presenté mayor disminucion respecto al control. A su vez en
las raices, de los tratamientos con sustrato Pantoea 135 y en jal Serratia MC119,
Pantoea 113 y Pantoea 135 fueron las cepas con las cuales se logré un mayor
control por estrés oxidativo. Como lo sefiala Berni et al. 2019, la concentracion de
metales pesados puede abrumar a los sistemas que protegen a las plantas y
provocar estrés oxidativo por lo que es importante tener un control sobre el

aumento de EROs.

En la actividad enzimética de Peroxidasa para la parte aérea fue la cepa Serratia
MC119 en sustrato y Serratia K120 en jal las que presentaron un mayor aumento
de la enzima respecto al control, de forma similar en las raices, los tratamientos
con aumento de la enzima fueron Pantoea 113 y 135 en sustrato y Pantoea 134
en jal; concordando con lo reportado por Funes Pinter et al. (2017) donde de
acuerdo a la combinacion de BPCV (tratamientos), las enzimas antioxidantes se
vieron afectadas de manera diferencial y en presencia de NaAsOq, todas las cepas
aumentaron la catalasa; B. licheniformis mejoré la ascorbato peroxidasa, mientras

que M. luteus y P. fluorescens aumentaron la actividad de la peroxidasa.

Durante la determinacion de actividad enzimética de Glutation Reductasa en la
parte aérea, fueron las cepas Serratia MC119, Serratia K120 y Pantoea 134 en
sustrato y Pantoea 113 en jal las que presentaron un mayor aumento de la enzima
respecto al control, mientras que en las raices fue Pantoea 113 en sustrato; y
Pantoea 113 y 134 en jal, las cepas con las cuales se logré un mayor aumento de
la actividad de la enzima Glutatibn Reductasa en presencia de BPCV, por lo que
retomando lo mencionado por Esfandiari et al. 2007 se tiene que las actividades
enzimaticas, entre ellas la de la glutation reductasa ayudan a eliminar radicales
superoéxido y peroxido de hidrégeno y asi disminuir el dafio a la membrana por el

aumento de EROs.
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En el proceso de fitorremediacion, la movilidad de los EPT se dio de las fracciones

disponibles para la planta a las no disponibles; logrando la inmovilidad de los EPT

y favoreciendo el equilibrio del estrés oxidativo. Comparando los datos con el

estudio de Chira et al. 2010 donde la mayoria de los elementos que estudio no

presenta biodisponibilidad que signifique riesgo para la biota, ya que su movilidad

se da para fracciones no disponibles, se observa que esto también se cumple.

Conclusiones

Las BPCV Serratia MC119 y Pantoea 135 favorecieron de manera
significativa (p<0.05) la disminucion del tiempo de germinacién de semillas
de higuerilla (Ricinus communis) con respecto al control en los tratamientos
con jal.

La BPCV Pantoea 134 favorecio el crecimiento de higuerilla respecto al
control en los tratamientos con sustrato y jal.

EL aumento en el tamafio y longitud de raices aumenté significativamente
(p<0.05) por las BPCV Serratia MC119 y Pantoea 135 respecto al control;
en los tratamientos con sustrato.

La BPCV Pantoea 113 presentd diferencia significativa (p<0.05) en la
reduccion de la concentracién del H202 en la parte aérea de la planta de
higuerilla para los tratamientos con sustrato y jal, respecto al control. Para
las raices, las BPCV Serratia MC119, Pantoea 113 y Pantoea 135
presentaron diferencia significativa (p<0.05) respecto al control, en la
reduccion de la concentracién del H202 en la planta de higuerilla, de los
tratamientos con jal.

La actividad enzimatica de Peroxidasa aumenté de forma significativa
(p<0.05) en la parte area de la planta de higuerilla con la BPCV Serratia
MC119 en sustrato. Mientras que en raices fueron Pantoea 135 y Pantoea
113 las BPCV que presentaron un aumento significativo (p<0.05) en la
produccion de la enzima, respecto al control; para los tratamientos con

sustrato.
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La actividad enzimatica de Glutation Reductasa en el tejido vegetal
aumentd significativamente (p<0.05) con las BPCV Serratia MC119,
Serratia K120 y Pantoea 134 respecto al control, en los tratamientos con
sustrato. Por su parte en raices fueron las BPCV Pantoea 113 (sustrato) y;
Pantoea 113 y Pantoea 134 (en jal) las que presentaron diferencia
significativa, respecto al control; en el aumento de la actividad enzimatica
de Glutation Reductasa.

La movilidad de los EPT en el suelo durante el proceso de fitorremediacion
se dio de las fracciones disponibles a no disponibles en presencia de las
BPCV. Fue Serratia K120 en Pb, Serratia MC119 y Serratia K120 en Ni,
Serratia K120 en Cu y Mn las cepas que presentaron mayor movilidad a las
fracciones no disponibles.

Con lo que podemos concluir que la bacteria que presenta mejores resulta
con la mayoria de los aspectos analizados fue Serratia MC119. Lo que

sugiere se pueda usar en los procesos biotecnoldgicos de Fitorremediacion.
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