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INTRODUCCION

La mineria es la actividad econdmica que mas se ejerce en México, es fundamental para
el desarrollo industrial debido a la riqueza minera que hay dentro del pais. Esto convierte
a México en el namero 10 de los productores de minerales a nivel internacional, debido
a que cubre gran parte de la demanda requerida por otros paises, su tasa de rentabilidad
incrementa cada vez mas , ya que la industria minera es cuatro veces superior a cualquier
otro proceso industrial, puesto que produce cerca de 16 minerales con alta demanda
como el oro, plata, cobre, plomo y el zinc, estos son los principales minerales que México
exporta a otras partes del mundo, los cuales son extraidos de estados mineros como
Sonora, Zacatecas, Coahuila, Hidalgo, San Luis Potosi, entre otros, donde Sonora es el
principal productor de Cobre y oro del pais, con el 34% y 81.3% , Zacatecas por su parte
es el principal productor de plata, lo cual esto aumenta el desarrollo socioeconémico del
pais, generando empleos que benefician a la poblacion.

La actividad minera aumenta el desarrollo econémico del pais, pero a pesar de eso,
muchos pobladores que habitan cerca de las minas, suelen estar en desacuerdo por los
impactos que se generan desde su construccidén hasta su operacion, estas industrias
mineras se caracterizan por usar grandes cantidades de agua y energia para la
extraccion de minerales, ademas de una gran generacion de residuos (relaves mineros)
en el proceso de extraccion, después de separar los minerales de interés. La generacion
de estos residuos genera impactos importantes para el ecosistema como su destruccion,
pero hay otras situaciones que generan afectaciones, como los derrames, causantes de
envenenamiento a fuentes agua, ocasionando dafio a la salud de los pobladores que se

encuentran alrededor de estas minas. La extraccion de estos afecta la salud, el bienestar



de los trabajadores y de la poblacién en general, asi como la fauna (Azamar, 2021; Martin
et al., 2016).

Es de suma importancia dar a conocer los riesgos e impactos que genera la extraccion
de estos minerales, ya que las repercusiones al medio ambiente serdn cada vez mayor

a medida que aumente la actividad industrial en el pais.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México la mineria es una de las actividades con mayor importancia en diferentes
aspectos para el desarrollo econémico y social, puesto que produce la materia prima que
es utilizada en la mayoria de los procesos industriales, convirtiendo a México en un pais
productor a nivel mundial en los metales industriales y preciosos (SGM, 2013).Esta
actividad minera extrae los minerales y posteriormente por diferentes procesos, separan
los minerales valorizables, produciendo residuos toxicos como relaves mineros que se
encuentran en depdsitos a cielo abierto, o que traen consigo impactos ambientales
notorios, destacando: la contaminacién de acuiferos con metales pesados por lixiviacion,
drenaje &cido, la contaminacion de suelo por la remocion de la cubierta vegetal y
generacion de altas cantidades de escombros contaminantes (Moran, 2000; WRI, 2004).
Estos impactos suelen ser cada vez mayor, generando un aumento de areas afectadas
en todo el mundo a causa de la creciente urbanizacién e industrializacion (Ali et al., 2013).
El impacto del entorno ecolégico se puede dar de dos formas principales: por dispersion
eolica donde las fracciones finas de los relaves mineros (siendo menores de 2.5 pum),
gue permanecen en el aire en forma de particulas suspendidas, movilizandose hasta
cientos de kilometros, la segunda es la lixiviacion, donde se lleva a cabo una disolucion

de los metales en un liquido, dando como resultado elementos toxicos que contaminan



fuentes de abastecimiento de agua, donde estos abastecimientos contaminados al ser
ingeridos por el hombre, trae consigo dafos a la salud, afectando la calidad de vida de
los seres humanos.

Ademas la contaminacion de suelo por relaves mineros perjudica a los microorganismos
gue habitan en él, debido a la reduccion de ejemplares y por ende a la actividad benéfica
gue se produce en el suelo. Asimismo es una amenaza importante para el ecosistema,
produccioén agricola y la salud humana por que pueden transferirse a la cadena tréfica,
lo cual representa un riesgo a consecuencia de la alta toxicidad de los metales (Briffa et
al., 2020). En los seres humanos esta exposicion aguda a los metales provoca efectos
nocivos para la salud como: cancer, dafos al sistema circulatorio, lesiones cutaneas,
sistema nervioso, dafio cerebral y renal, ansiedad, enfermedades autoinmunes,
depresion, enfermedades respiratorias, entre otras. Estos efectos se deben a la union
de metales en sitios activos que fisioldgicamente son ocupados por metales esenciales,
desactivando moléculas como enzimas y cambiando la formacion de moléculas
biolégicas como proteinas y acidos nucleicos; de esta manera, alteran la integridad de
células y membranas, haciéndolas inactivas (Jjemba, 2004), creando un estrés oxidativo
en las células, ademas de acumularse en el organismo (bioacumulacion), lo cual hace

imposible la expulsion de los metales por el mismo organismo.

JUSTIFICACION

Para tratar la contaminacién de sitios por los relaves mineros se han implementado
alternativas fisicoquimicas como bioldgicas que ayuden a remediar el sitio. Las
fisicoquimicas, suelen tener un alto costo y su desgastante manejo no suelen ser de gran

eficacia, a comparacion de las biologicas como lo es la fitorremediacion.



La fitorremediacion a comparacion de los métodos fisicoquimicos, suele ser una
alternativa a un menor costo, que contribuye a la fijacion de CO: atmosférico, es
impulsada por la energia solar y es respetuosa con el medio ambiente para la
recuperacion de sitios contaminados como lo son los relaves mineros. Esta fitotecnologia
se hace més efectiva cuando se inoculan bacterias promotoras del crecimiento vegetal
que habitan en la rizésfera, debido a que alivian la fitoxicidad y ayudan en la
disponibilidad de nutrientes minerales mejorando la biomasa en suelos contaminados.
Estos beneficios se atribuyen, a la interaccion de las raices con microorganismos, que
promueven acciones benéficas las cuales conducen a un mejor desempefio de
crecimiento de las plantas, lo que resulta en un proceso de fitorremediacion mas rapido
y eficiente. Esto suele darse por procesos como; la captacién de agua por la planta,
liberacion de compuestos organicos al suelo por las raices y la captura de nutrientes por
parte de los microorganismos.

Las bacterias pueden apoyar en la inmovilizacion de los metales (Gadd, 2000) puesto
que sintetizan vitaminas, aminoacidos, auxinas, citoquininas y gibelinas, que aumentan
la germinacién y ayudan en el desarrollo de pelos radicales (Brown 1976). La produccién
de &cido indolacético (AIA) de las bacterias estimula el crecimiento de la raiz. Ademas
muestran antagonismo hacia patégenos de las plantas por la produccion de antibioticos
y aumentan el fosfato produciendo &cidos, liberando formas solubles de fosfatos.

Los beneficios analizados en los ultimos afios de la relacion microorganismo- planta en
procesos ambientales, suele ser muy ilimitada, por lo que es necesario seguir analizando

los efectos de planta — microorganismo para la biorremediacion de sitios contaminados.



OBJETIVOS

Objetivo general
Realizar un sistema de fitorremediacion de relaves mineros con Helianthus annuus

asistida por consorcios de bacterias promotoras del crecimiento vegetal.

Objetivos especificos

1.

2.

Evaluar el desarrollo de las plantas en relaves mineros con y sin BPCV.

Analizar las concentraciones de los metales (As, Cd, Cu, Pb, Fe, Cr, Mn) por
absorcion atdbmica en la zona aérea y en las raices de la planta.

Analizar los factores de transferencia y bioacumulacion en las plantas de
Helianthus annuus.

Analizar las concentraciones de metales en los relaves mineros.

HIPOTESIS
La fitorremediacion asistida por consorcios de BPCV con Helianthus annus mejorara el

crecimiento de las plantas ante el estrés y modificara los factores de transferencia y

acumulacion de los metales pesados.



CAPITULO I. ANTECEDENTES

MARCO TEORICO

1.1 Relaves mineros
En la industria minera, los minerales son extraidos y se concentran al utilizar métodos

fisicos, donde se separan los materiales valorizables y los residuos que contienen
metales pesados con una alta concentracién en forma de lodos conocidos como relaves
mineros, los cuales son depositados al aire libre sin ningun tratamiento. Durante este
proceso se genera una cifra de 850 kg de relaves mineros (Cortinas, 2013), siendo una
cantidad muy grande de residuos que contiene metales pesados, por una cantidad muy
pequefia de materia prima obtenida en el proceso. La descarga anual de relaves mineros
en el mundo supera los 10 mil millones de toneladas (Adiansyah et al., 2015).

Los estanques donde son depositados los relaves mineros, no solo dafian recursos
terrestres locales, producen una grave contaminacién ambiental, provocando efectos
nocivos en los ecosistemas como la inhibicion de raices, clorosis en las hojas y una
menor produccion de biomasa (Jadia et al.,, 2009), afectando el crecimiento de las
plantas, lo que conduce a la muerte celular (Schmidt, 2003).

Dentro de los relaves mineros podemos encontrar metales pesados como el zinc,
cadmio, plomo, niquel, selenio, molibdeno, telurio y arsénico (Remon et al., 2005), los
cuales no pueden degradarse de forma natural o bioldgica ya que no tienen funciones
metabdlicas especificas para los seres vivos (Abollino et al., 2002) y persisten durante

siglos después de su introduccién en suelos (Bolan et al., 2004).
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1.2 Metales Pesados

La introduccidn de los metales pesados en el medio ambiente, puede ser por eventos
naturales como erupciones volcanicas, incendios forestales, o por actividades
antropogénicas como operaciones mineras, efluentes industriales y aplicacion de
fertilizantes (Ati-Hellal et al., 2021). Son caracterizados por su alta masa atémica y su
toxicidad para los organismos vivos, estos son importantes en la contaminacion
ambiental, ya que son letales para los organismos y pueden volverse fuertemente téxicos
al mezclarse con diferentes elementos ambientales, como el agua, suelo y aire. Las
concentraciones de metales pesados estan relacionados por el tipo de suelo y el genotipo
de planta (Mitra et al., 2022).

El grado de disponibilidad de los metales pesados (MP) depende del pH, potencial de
oxido- reduccidn, y de la composicion quimica del material, ademas de las condiciones
climaticas de la region, lo cual determina el desarrollo y la velocidad de los procesos
fisicos y quimicos que influyen en la liberacion y retencién (Armienta et al., 2005). Estan
considerados como peligrosos por su toxicidad, y por su tasa a bioacumularse e inducir
estrés oxidativo en las células aumentando las especies reactivas de oxigeno (ROS, por
sus siglas en ingles). Los MP aumentan la produccion de ROS por la generacién de
radicales libres y la inhibicion de enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa
(SOD).

Los metales pesados causan cierta toxicidad en oOrganos como neurotoxicidad,
hepatoxicidad, toxicidad cardiovascular, entre otras (Mitra et al., 2022), debido a que no

son biodegradables, tienen vida media prolongada y los organismos no pueden
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descomponerlos, por lo que permanecen en las partes del cuerpo, representando un
riesgo para la salud.

Los metales se pueden clasificar segun su efecto biolégico; esencial por tener una
funcion biologica en el sistema y los metales no esenciales por no tener un papel
beneficioso en la funcion biologica. Los metales esenciales como el cobre, hierro y
manganeso, forman complejos con compuestos organicos como aminoacidos, proteinas
y péptidos sin embargo a grandes concentraciones son altamente téxicos para los
organismos. Los no esenciales incluyen el cadmio, plomo y mercurio (Ati-Hellal et al.,

2021)

1.2.1 Hierro
En el organismo se encuentra como compuestos hemo (hemoglobina o mioglobina),

ayuda en el transporte de oxigeno, respiracion, regulacion de genes y sintesis del ADN

(Ati-Hellal et al., 2021).

1.2.2 Cobre
El cobre es esencial para la actividad enziméatica, la regulacién de la expresion de génica,

el crecimiento, produccién de células sanguineas y transporte de hierro (Ati-Hellal et al.,

2021).

1.2.3 Manganeso
La exposicion a una gran cantidad de manganeso puede provocar complicaciones

neurolégicas, como el Alzheimer, Parkinson y muerte celular (Goldhaber, 2003).

1.2.4 Cromo
En el medio ambiente se encuentra en dos estados de oxidacion: cromo (lll) y cromo (VI)

(VI1). El cromo (Il) es la forma menos peligrosa de cromo. La conversién de cromo (V1)
en cromo (lll) es menos dafina para el medio ambiente por su menor toxicidad (Mitra

et al.,, 2022). El cromo (VI) aumenta los niveles de ROS, peroxidacion de lipidos,

12



supresion de sintesis de ADN, ARN y proteinas, disminucién de enzimas antioxidantes,
detencién de crecimiento celular, ocasionado por la hepatotoxicidad por cromo (VI)

(Hassanein et al., 2019).

1.2.5 Cadmio
El cadmio es un elemento no esencial altamente toxico, presente en los minerales de

plomo, cobre, asi como en fosfatos naturales, estd asociado con el zinc, este puede
encontrarse en la sangre, orina, cabello y uflas como biomarcadores de exposicion a
cadmio (Ati-Hellal et al., 2021; Achparaki et al., 2012). Se acumula en el higado causando
disfunciones hepaticas, provocando insuficiencia hepatica, aumentando el riesgo de
cancer (Hyder et al., 2013). La exposicion moderada a cadmio produce hipertension
(Tellez — Plaza et al., 2008) diabetes (Schwart et al, 2003), accidente cerebrovascular e
insuficiencia cardiaca (Peters et al., 2010). Ademas de afectar 6rganos como rifiones,
pulmones y prostata (Satarug et al., 2003). Este metal muestra una tasa alta de
trasferencia del suelo a la planta, (Fennema O et al., 2002) por lo que facilita su
acumulacion por las plantas y animales, llegando a los humanos a través de la cadena

alimenticia.

1.2.6 Plomo
El plomo es un elemento toxico acumulativo, presente en formas inorganicas (acetatos,

nitratos, carbonatos, sulfatos y cloruros (Ati-Hellal et al., 2021).Su principal mecanismo
es interactuar con proteinas e inhibir la actividad enzimética, al competir con cationes
metalicos esenciales por sitios de union (Tchounwou et al., 2012). Dafia el mecanismo
de reparacion del ADN, genes reguladores de tumores celulares, la estructura celular
cromosomica al liberar ROS (Silbergeld et al., 200). En células hepaticas suelen ser

dafiadas a la exposicion de plomo, aumenta el estrés oxidativo que resulta en dafio
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hepatico (Mitra et al., 2022), su exposicion aguda puede provocar cirrosis cronica
(Hegazy et al.,, 2014). Este representa un aumento de alergias, enfermedades
infecciosas y autoinmunidad, asi como el cancer (Dietert et al., 2004; Hsiao et al., 2011),
ademas de cancer de pulmén, estbmago y vejiga (Rousseau et al., 2007; Steenland et
al., 2000). La exposicion al plomo se detecta en los rifilones, sistema nervioso, 6rganos

reproductivos masculinos y femeninos, tejidos blandos y huesos (Achparaki et al., 2012)

1.2.7 Arsénico
El arsénico por su actividad toxica es considerado unos de los contaminantes mas

peligrosos, los estados de oxidacidbn mas toxicolégicos son As (lll) y As (V), estos
desactivan el sistema enziméatico (Achparaki et al., 2012). El As causa deterioro cognitivo,
enfermedades neurolégicas y neurodegenerativas, afectaciones del equilibrio de los
neurotransmisores (Garza Lombo et al., 2019) y riesgo de cancer al unirse a proteinas
de union al ADN (Garcia Esquinas et al., 2013). La exposicion cronica promueve
enfermedades en la piel, como la hiperpigmentacion y varios tipos de cancer de piel
(Mitra et al., 2022), en mujeres el consumo de arsénico aumenta el riesgo de cancer de

endometrio (Salnikow et al., 2008).

1.3 Efectos adversos de los metales pesados en las plantas.
La toxicidad de los metales en las plantas varia segun la especie de la planta, el metal

especifico, la concentracién, composicion del suelo y el pH (Kumar et al.,, 2016). La
respuesta a la toxicidad de metales en las plantas es la generacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS) tras la exposicion a altos niveles de metales pesados (Yadav et al.,
2010). Las consecuencias de los metales en las plantas dependen del tipo y la
concentracion de metal, por ejemplo; el cobre ayuda a asimilar el COz y la sintesis de

proteinas pero en concentraciones altas, retrasa el crecimiento de las plantas y la clorosis
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de las hojas, la exposicién de cobre en las plantas genera un estrés oxidativo y ROS
(Stadtman et al., 1991); el hierro a una concentracion alta provoca una reduccion de la
fotosintesis, afecta el rendimiento de la planta, aumenta el estrés oxidativo, reduce la
actividad de peroxidasa de ascorbato, su toxicidad se lleva a cabo por la absorcion de
Fe*? por parte de las raices y su transporte a las hojas, a través de la corriente de
transpiracion, ademas el exceso de Fe*? provoca radicales libres que alteran la estructura
celular de forma irreversible y dafian membranas, ADN y proteinas; el cromo induce
estrés oxidativo, degrada los pigmentos fotosintéticos provocando una disminucion del
crecimiento (Kumar et al., 2016), clorosis en las hojas, desequilibrio de nutrientes y dafio
a las raices (Chatterjee, 2000; Dixit et al., 2002; sharma et al., 2003); el manganeso se
transporta facilmente de la raiz al brote a través de la transpiracion, provocando manchas
marrones en las hojas, oscurecimiento en los tejidos, clorosis e inhibe la sintesis de
clorofila (Ako et al., 2014); el plomo ejerce efectos perjudiciales sobre morfologia,
crecimiento, procesos fotosintéticos, germinacién de semillas, alargamiento de raices y
tallos (Kumar et al.,, 2016); cadmio dafia la clorosis, inhibe el crecimiento, provoca
oscurecimiento, afecta la fotosintesis, afecta el transporte de nutrientes y agua, reduce
la longitud de brotes y raices ademas de la germinacion de semillas (Ahmad et al., 2012);
el arsénico causa retraso en el crecimiento, clorosis, marchitez, reduce germinacion de

semillas y disminuye la altura de las plantulas (Kumar et al., 2016).

1.4 Especies reactivas de oxigeno (ROS)
Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son moléculas reactivas, que contienen

oxigeno, actian como sefalizacion redox y poseen una fuerte capacidad oxidante, las

ROS mas conocidas son el superoxido, el peroxido de hidrogeno y el oxigeno (Gill et al.,
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2010). Esta formaciéon de ROS se da principalmente en érganos subcelulares como los
cloroplastos, mitocondrias y peroxisomas. Estos organulos producen ROS a través de la
fotosintesis, la fotorespiracion y/o la respiracion (Foyer et al., 2003). El exceso de ROS
provoca la oxidacion, modificacion de aminoacidos celulares, proteinas, lipidos de la
membrana y ADN, reduciendo el crecimiento y desarrollo de las plantas (Ogawa et al.,
2001).

La generacion excesiva de estas moléculas, satura el sistema de defensa, lo que trae
como consecuencia estrés oxidativo, dafio celular y la muerte celular, la concentracion
de las ROS determina el estado téxico o beneficioso, ya que a bajas concentraciones
estas suelen ser medidores de procesos de sefializacidn intracelular. Al crearse un estrés
oxidativo las moléculas bioldgicas, el ADN, las proteinas y los lipidos de la membrana
pueden resultar dafiados en forma irreversible (Carlos, s. f.) Para tratar las especies
reactivas de oxigeno existen enzimas como la superéxido dismutasa, catalasa y glutation
peroxidasa, ademas de compuestos no enzimaticos como la vitamina E, ascorbato, entre

otros.

1.5 Biorremediacion
La biorremediacion es una rama de la biotecnologia que utiliza organismos, algas,

plantas o, enzimas microbianas o vegetales para transformar o eliminar contaminantes
del medio ambiente, su objetivo es reducir los niveles de contaminantes hasta niveles
indetectables, no téxicos o aceptables.

El proceso de biorremediacién aumenta la tasa de degradacion microbiana natural de los
contaminantes al complementar los microorganismos autéctonos (bacterias u hongos)

con nutrientes, fuentes de carbono o donantes de electrones (bioestimulacion,
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biorrestauracion) o al afiadir un cultivo enriquecido de microorganismos que tienen

caracteristicas especificas que les permiten degradar el contaminante deseado a una

tasa mas rapida (bioaumentacion) (Mackay et al., 2000). Hay distintos métodos en la cual

se puede llevar a cabo, como por ejemplo:

2

Micorremediacion: Es el uso de hongos para tratar sitios contaminados, a través del
cuerpo vegetativo (micelios), son comunmente conocidos por descomponer la
materia organica en cualquier ecosistema, lo cual le otorga a los micelios la facultad
de transformar hidrocarburos en fertilizante organico.

Fitorremediacién: proviene del griego fito que significa planta o vegetal y remediare
del latin, que significa poner remedio al dafio por medio del uso de plantas para
limpiar o restaurar ambientes contaminados a partir de procesos bioquimico
realizados por las plantas y microorganismos.

Bioventilacion: Se suministra el aire al terreno contaminado para promover la
actividad de los microorganismos presentes en el subsuelo y biodegradar los
hidrocarburos.

Biopilas: Es un tratamiento que consiste en la reduccion de la concentracion de
contaminantes derivados del petréleo en suelos excavados mediante el uso de la
biodegradacion a partir de la construccién de un sistema cerrado que permita
controlar lixiviados e hidrocarburos por medio de pilas de material biodegradables,
en el fondo cuenta con aislante con geomembranas para el control de lixiviados.
Bioaumentacion: Es la introduccion de microorganismos aclimatados o incluso

modificados genéticamente en el medio, los microorganismos deben sobrevivir a los
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depredadores y competir con éxito con la poblacion autéctona antes de ocupar nichos

potenciales.

1.6Fitorremediacion
La fitorremediacion proviene del griego phyto (planta) y el latin remedium (corregir o

eliminar un mal) y es el uso de plantas y microrganismos asociados, que ayudan a reducir
concentraciones o efectos toxicos de los contaminantes in situ o ex situ, los mecanismos
pueden ser: fisicos (filtracion, volatilizacidn, etc.) y quimicos (precipitacion, reacciones
de oOxido—-reduccidon). Las especies de plantas utilizadas en un proceso de
fitorremediacion deben ser capaces de tolerar altos niveles de metales y condiciones
extremas del suelo, como alta acidez, salinidad o alcalinidad (Wu et al, 2013). En caso
de fitorremediacion en relaves mineros estas deben soportar o adaptarse a la sequia.
Se utiliza para la eliminacion de metales pesados y radionuclidos, ademas de
contaminantes organicos, es una técnica novedosa, eficiente, y puede mejorar la
fertilidad del suelo. El costo puede ser menos del 5% de los métodos fisicos y quimicos
ya que suelen ser mas costosos, ademas de dificultarse por mano de obra intensiva,
cambios irreversibles en las propiedades del suelo, la alteracién microflora del suelo y
pueden ocasionar una contaminacion secundaria al generar residuos.

Las técnicas de fitorremediacion dependen de la naturaleza del contaminante, incluyen
la fitorextraccion, fitofiltracién, fitoestabilizacidn, fitovolatilizacion y fitodegradacion
(Alkorta et al., 2004).

La fitoestabilizacion o fitomovilizacion, estabiliza o inactiva contaminantes
potencialmente toxicos en combinacion con aditivos del suelo (Vangronsveld et al., 2009)

y se utiliza para reducir la movilidad y biodisponibilidad de los contaminantes en el medio
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ambiente, evitando asi su migracion a las aguas subterraneas o su entrada a la cadena
trofica (Erakhrumen, 2007). Estas plantas inmovilizan los metales pesados en los suelos
a través de la absorcion por las raices, la precipitacién o la reduccion de la valencia del
metal en la rizosfera (Barcel6 et al., 2003; Ghosh et al., 2005; Yoon et al., 2006; Wuana
et al.,, 2011).Las plantas excretan enzimas redox especiales, que ayudan a reducir el
estado de los metales a uno menos toxico, disminuyendo el dafio potencial al medio
ambiente (Wu et al., 2010), suele ser la que mas se beneficia al ser asistida con bacterias
promotoras del crecimiento vegetal y la mas viable para mitigar los sitios contaminados
por metales. Las caracteristicas de las plantas seleccionadas para la fitoestabilizacién
deben ser faciles de cultivar, establecer cubiertas densas y sistemas de raices Las
plantas utilizadas en la fitoestabilizacion no solo suelen ser tolerantes ante los metales y
brindar una cobertura vegetal del suelo al poseer un sistema de raices extenso que ayuda
a inmovilizar los metales, estas ayudan a reducir la translocacién de los metales de la
raiz al brote, disminuyendo la probabilidad de que estos metales lleguen a la cadena
trofica.

Las ventajas de la fitoestabilizaciébn son que alivia la erosién del suelo, la lixiviacién,
(Montiel. Rozas et al., 2015) minimiza la disponibilidad y migracion de metales pesados

hacia los mantos acuiferos (Barajas- Aceves et al., 2015).

La fitoextraccion o fitoacumulacion, elimina metales tomando en cuenta la capacidad de
las plantas, para acumular, absorber o translocar contaminantes. En esta técnica las
raices absorben los contaminantes junto con otros nutrientes y agua y los almacenan en

varias partes de las plantas, esta puede realizarse por acumulacién o hiperacumulacion
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de metales en la biomasa vegetal aérea. Los contaminantes se almacenan en las partes
gue pueden ser cosechables por lo que deben tratarse como residuos peligroso o

incinerarse para la recuperacion de los metales (Wang et al., 2017)

En la fitovolatilizacion se pueden eliminar compuestos organicos volatiles (Burken et al.,
2006; Padmavathiamma et al., 2007) y se lleva a cabo al absorber agua junto con
contaminantes organicos e inorganicos, que llegan hasta hojas para evaporarse en la
atmosfera (Prasad et al., 2003). Esta implica el uso de plantas que solas o en asociacion
con rizobacterias eliminan los metales del suelo, convirtiéndolos biolégicamente en
formas volétiles dentro de la planta y los liberan a la atmdsfera, o que no suele ser muy
recomendable ya que algunos contaminantes como el As, sus formas gaseosas son muy

toxicas y generan un impacto a la salud y al ecosistema.

1.7Mecanismos de accioén de las plantas ante metales pesados
Ante la toxicidad de los metales las plantas han desarrollado mecanismos para combatir

el estrés provocado por los metales como el bombeo de los metales en la membrana
plasmatica, a través de quelacion de los metales pesados, uniéndolos a compuestos de
tiol en el citosol, secuestrandolos en las vacuolas, ademas de mecanismos antioxidantes.
La méas importante es la produccion de tioles de bajo peso molecular como lo es el
glutation (GSH, por sus siglas en ingles) y la cisteina (Bricker et al., 2001). El GHS es un
tripéptido que participa en procesos como la defensa contra las ROS, se encuentra en
compartimentos celulares como el citosol, reticulo endopldsmatico, vacuola y
mitocondria (Yadav et al., 2010). Participa en el control de H202 de las células vegetales

(Foyer et al., 2005; Shao et al., 2005), lo que actia como antioxidante, reduciendo la
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mayoria de las ROS (Millar et al., 2003; Foyer et al., 2005; Shao et al., 2008).El aumento
de biosintesis de GSH mejora la tolerancia al Cd y aumento la acumulacion de Cd en los
brotes (Zhu et al., 1999; Freeman et al., 2004). Ademas es el precursor de la sintesis de
fitoquelatinas (PC) (Yadav et al., 2010).

Las fitoquelatinas son pequefios polipéptidos ricos en cisteina que forman complejos con
iones metalicos toxicos en el citosol y lo transportan a la vacuola (Salt et al., 1995), por
lo que son responsables de la desintoxicacion de metales pesados.Estas se sintetizan a

partir de GSH mediante la actividad de la fitoquelatina sintasa (PCS).

1.8Helianthus annuus

Helianthus annuus, llamado comdnmente girasol gigante, es una planta originaria de
América del Norte, resistente al estrés por sequia, presenta una tolerancia alta al frio, se
adapta a diferentes condiciones climaticas, se desarrolla mejor en ambientes con buen
drenaje y sol (Gobmez- Arnau, 2004), es de gran importancia por su alto contenido de
aceite en su semilla (Luévanos et al., 2010), ademas es de facil cultivo, de menos
requerimientos nutricionales e hidricos (Criollo, 2022).

Helianthus annuus pertenece a la familia de las Asteraceas, estas se han reportado que
toleran altos niveles de metales pesados, capacidad de acumular metales y producir

biomasa radicular (Chico-Ruiz et al., 2012).

1.9Bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (BPCV)
La fitorremediacion de metales puede ser facilitada por el uso de bacterias promotoras

del crecimiento vegetal del suelo, ya que mejoran el crecimiento de las plantas (Shilev et

al., 2001).Las bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (BPCV) son

21



microorganismos de diferentes especies que habitan en la rizosfera, colonizan la raiz de
la planta y pueden clasificarse segun sus propiedades funcionales en:
e Biofertilizantes por que aumentan la disponibilidad de nutrientes primarios en las
plantas.
e Fitoestimulantes debido a que promueven el crecimiento y desarrollo de las
plantas a causa de las fitohormonas.
e Biopesticidas ya que generan un control de enfermedades contra patégenos,

mediante la sintesis de antibioticos.

Los mecanismos de accion de las BPCV se dividen en dos: Los directos que ocurren
dentro de las plantas afectando directamente su metabolismo, como lo son: la fijacion de
nitrégeno, la solubilizarian de fosfato, la produccion de fitohormonas, y los indirectos

como la produccion de sideroforos y la produccion de antibiéticos.

1.9.1 Fijacién de nitrégeno
Bacterias como la Azospirillum y Azotobacter, son fijadoras de nitr6geno, asociadas a la

rizosfera que utilizan los exudados de las raices para fijar el nitrdgeno atmosférico,
gracias a enzimas nitrogenasas, estos microorganismos se pueden dividir en dos grupos:
en bacterias fijadoras de N2 simbidticas que infectan la raiz para producir nédulos y las
bacterias fijadoras de nitrdgeno no simbidticas que viven cerca de la raiz para que la
planta absorba el exceso de nitrégeno que no es consumido por su propio metabolismo

(Goswami et al .2016).
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1.9.2 Solubilizacion de fosfato
El proceso de solubilizacién del P por las BPCV es uno de los mecanismos mas

importantes, ya que el P es uno de los macronutrientes mas esenciales para el
crecimiento y el desarrollo de las plantas. En la solubilizacién de fosfato, las bacterias
toman los exudados de las raices y lo metabolizan, secretando acidos que sirven como
guelantes de cationes de calcio, a consecuencia, liberan fosfatos a partir de compuestos
de fosfatos insolubles. Otro proceso es mediante enzimas conocidas como fosfatasas
gue son capaces de solubilizar el fosfato por hidrolisis (Alexander; 1977), estudios han
sugerido que cationes como Ca?*, Fe3* y AIF*, forman complejos estables como
resultados de la quelacion de &cidos organicos, resultando una liberacion de fosfatos en
los suelos (Montenegro et al., 2002). Las bacterias solubilizadores de fosfato pueden
solubilizar los metales insolubles y estables mediante la secrecion de acidos organicos,
lo que facilita la biodisponibilidad de los metales para su absorcion por las plantas,
ayudando en la fitoextraccion de metales pesados (Ahemad, 2014; Castro et al., 2011).
Las bacterias Azotobacter, Enterobacter, Pseudomonas y Serratia han sido reportadas

como bacterias solubilizadoras de fosfato.

1.9.3 Produccion de fitohormonas
La sintesis de fitohormonas mejora el crecimiento y el desarrollo de las plantas, lo que

les ayuda a tener una mejor respuesta ante el estrés a las plantas en ambientes
contaminados, producen fitohormonas como las auxinas, el etileno, las citoquininas y
giberelinas que ayudan en el crecimiento, la division celular y la extension de raiz

(Benjumeda Mufioz 2017).
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1.9.4 Auxinas
El indol-3-4cido acético (IAA), es el tipo de auxina mas abundante que aporta el aumento

de elongacion, la division celular, regulan la longitud de pelos absorbentes, aumenta el
numero de raices radiculares, superficie total de la raiz (Salazar et al, 2016) que ayuda
a absorber los nutrientes y la iniciacion de la raiz lateral. El IAA rizosferico sintetizado por
plantas y bacterias ayuda a la produccién de antibiéticos, que son efectivos contra
organismos fitopatogenos, protegiendo a la planta de estos organismos (Matsuka et al,
2007). La produccion de IAA modula la expresion de proteinas relacionadas con el
crecimiento y el metabolismo de la planta (Rajkumar et al., 2012). Algunos géneros
productores de IAA reportados en diferentes investigaciones son Bacillus,

Pseudomonas, Staphylococcus y Mycobacterium (Herrera-Quiterio et al., 2020).

1.9.5 Citoquininas

Las citoquininas regulan el transporte de metabolitos, la division celular, la sintesis de
proteinas formacion de cloroplastos, ayudan en el funcionamiento de la parte aérea de
la planta, la activacion de membranas y la sintesis de enzimas (Frugier, et al, 2008;
Hussain et al, 2011; Romanov, 2009).Ademas ayudan a tolerar la sequia y el estrés
abidticos.Se han detectado citoquininas en células de Pseudomonas,

Azotobacter,Bacillus y Azospirillum (Tsavkelova et al. 2006).

1.9.6 ACC desaminasa
El ACC desaminasa puede facilitar el crecimiento y desarrollo de las plantas a través de

la conversion de Cetobutirato y amoniaco, reduciendo los niveles de etileno de las

plantas, evitando la inhibicién del crecimiento causada por metales pesados, (Gamalero
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etal, 2012; Lugtenberg et al, 2009) lo que facilitan la fitorremediacion de relaves mineros,

al reducir el estrés provocado por el etileno.

1.9.7 Siderdéforos
Son moléculas de bajo peso molecular que ayudan en la solubilizacion del hierro a partir

de minerales. Estos forman complejos estables con iones metalicos como Al, Cd, Cuy
Pb (Kiss et al, 1998; Neubaeur et al., 2000). Lo que contribuye a la acumulacién o
inmovilizacién de metales, mejorando el crecimiento de las plantas. La eficiencia para la
acumulacion o inmovilizacién de estos contaminantes por parte de los sideroforos,
depende de la concentracion del metal, la especie de planta como la composicion del
suelo (Rajkumar et al., 2010)

Los sideréforos estimulan el crecimiento de las plantas al disponer el Fe o indirectamente
al inhibir la actividad de los patdgenos de las plantas en la rizosfera al limitar la

disponibilidad de hierro (Beatriz et al., 2008; Ma, Prasad, et al., 2011).

1.10 Lafitorremediacién y las Bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal
(BPCV)

Estudios sugieren que la fitorremediacion es efectiva al inocular estas BPCV a especies
de plantas tolerantes a los metales, mejorando el crecimiento y supervivencia de las
plantas (Wu et al., 2006; Grandlic et al., 2008).Las BPCV ayudan a la reduccion en la
absorcion de metales por parte de la planta (Vivas et al., 2006) o en las cantidades de
estrés inducido por etileno perjudicial (Rajkumar et al., 2006). En areas como relaves
mineros la escasez de nutrientes es una de las principales limitaciones de la
fitorremediacion, estas bacterias juegan un papel importante en la solubilizaciéon de

minerales como P y K, aumentan la tolerancia al pH acido y a los metales, lo que ayuda
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al crecimiento de las plantas, facilitando la fitorremediacion del sitio contaminado
(Schmalenberger et al., 2013). Ademas alterar la capacidad de acumulacién de metales
y su translocacion, por la resistencia a los metales, la desintoxicacion, la transformacion,
disminuyendo la fitotoxicidad de los metales y alterando la fitodisponibilidad de los
metales pesados (Ma et al., 2016)

Por lo tanto la adicion de BPCV en la fitorremediacién parece ser una estrategia muy
prometedora para la remediacion de sitios contaminados por relaves mineros gracias a
que disminuye la exposicion de estos contaminantes, reducen la capacidad de
biodisponibilidad de los metales y aumenta la eficiencia de esta técnica.

Se ha demostrado que las BPCV tienen una gran factibilidad para el crecimiento ante
condiciones de estrés, en cambio si son aplicadas en condiciones libre de estrés estas

suelen tener poco o un efecto perjudicial o neutro sobre el crecimiento de las plantas.
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CAPITULO Il. METODOLOGIA

2.1 Caracterizacion y seleccion de las cepas bacterianas promotoras del
crecimiento vegetal

Se seleccionaron cepas que fueron previamente aisladas de la rizésfera de las plantas
que crecen en los relaves mineros ubicados en Zimapan, Hidalgo, caracterizadas como
Bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (BPCV), e identificadas como: Serratia
K120, Enterobacter K131, Klebsiella MC173, Enterobacter N9, Serratia MC119 y

Escherichia N16 (Mendoza-Hernandez et al., 2016).

2.2 Preparacion del inoculo
Las cepas se sembraron en tubos de 5 ml de Caldo de Luria Bertani (LB), a 30° C por 24

horas. Posteriormente se realizé una propagacion masiva de tubo a matraz, donde cada
matraz contenia 150 ml de caldo Luria Bertani (LB) y se dej6 crecer a 30° C por 24 horas

(Imagenlay1lb).

Imagen 1a .Propagacion masiva de cepas
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Imagen 1 b .Propagacion masiva de cepas

Para su separacion, se colocaron en tubos falcén y se centrifugaron a 8000 rpm, por 15
minutos y el sedimento se resuspendido en buffer de fosfatos (0.1M) a pH: 7.4, la
suspension bacteriana se ajusté a 0.5 A a 600 nm para la obtencion de una concentracion

aproximada de 1 x 10° UFC mlI! (Mendoza-Hernandez et al., 2019) (Imagen 2)

Imagen 2 .Centrifugacion de cepas

2.3 Disefio experimental
Se realizaron 4 tratamientos, donde T1-C1 fue una relacién de 800 g de relave mineroy

200 g de sustrato, se inoculo con el consorcio 1 (C1), T2-C2 tuvo la misma relacién 800
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g relave minero y 200 g de sustrato pero se inoculo con el consorcio 2 (C2), el T3 tuvo

800 g de relave minero y 200 g sustrato sin inoculo, y el T4 una 1 kg del sustrato, como

se muestra en la tabla 1. Cada tratamiento tuvo 3 repeticiones.

Tratamientos | Sustrato Jal Consorcio  Consorcio
de 1 2
mina

Testigo X

Sustrato (T4)

Testigo jal de X X

mina (T3)

Tratamiento X X X

consorciol

(T1-C1)

Tratamiento X X X

consorcio2

(T2-C2)

Tabla 1. Disefio experimental

Los consorcios quedaron distribuidos de esta manera:

Consorcio 1 Serratia K120, Enterobacter N9 y
Enterobacter K131
Consorcio 2 Klebsiella MC173, Escherichia N16 vy

Serratia MC119

Tabla 2. Conformacién de consorcios
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Imagen 3. Disefio experimental

2.4 Preparaciéon de maceta
Para llenar las macetas, se peso6 el 80% de relave de mina y posteriormente el 20% de

sustrato para los tratamientos T1-C1, T2- C2, para el testigo se peso relave minero con

sustrato y el blanco Unicamente sustrato (Imagen 4).

Imagen 4. Preparacion de maceta
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2.5 Preparacion de semillas
Fue necesario hidratar en agua destilada las semillas antes de sembrar por una hora

para una pronta germinacion.

2.6 Siembra en maceta
Se usaron macetas de plastico de 1 Kg, y se llevd a capacidad de campo cada

tratamiento antes de sembrar e inocular.

Por maceta se colocaron 4 semillas de Helianthus annus a una profundidad de 1 cm, con
ayuda de pinzas estériles para no contaminar las semillas, la inoculacion fue de 10 ml de
cada cepa con una jeringa y finalmente se afiadié una capa superior de sustrato (Imagen

5y 6).

Imagen 5. Colocacion de semillas. Imagen 6. Inoculacién de maceta

2.7 Medicion de las plantas
Para analizar el crecimiento de las plantas, se realizaron mediciones cada dos dias de la

longitud del tallo y de la longitud de las hojas con el software Image Tool 3,
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posteriormente se sometieron a una prueba de varianza para determinar la diferencia

entre tratamientos (Imagen 7).

Imagen 7. Medicién de hoja y tallo.

2.8 Monitoreo de Helianthus annuus
Se regaban las plantas cada dos dias con 130 ml de agua cada 48 hrs, ademas de

realizar las mediciones de altura del tallo.

2.9 Medicion de raices
Para la medicion de raices, se extrajo la planta y se limpiaron las raices con agua

destilada, para posteriormente separar las raices con ayuda de pinzas estériles y agujas,

para finalmente medirlas con el software Image Tool 3 (Imagen 8 ay 8 b).
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Imagen 8 a .Separacion de raices Imagen 8 b. Separacion de raices

2.10 Extraccion de plantas
Después de 60 dias de crecimiento de las plantas, se extrajeron las plantas, se realizo

la medicidn de raices, se separé la parte aérea de la planta y las raices, para

posteriormente deshidratarlas a 70° C en un horno por 72 horas.

2.11 Determinacion de metales
Después de la deshidratacion de la biomasa, se trituraron en un mortero para

posteriormente realizar la digestion acida y leer las concentraciones de los metales en
un espectro de absorcion atdbmica en llama (AAnalyst 400, Perkin Elmer) segun el método
de la EPA 3052.

Para la digestién acida se pesaron las raices trituradas en seco para obtener un peso
cercano a 0.50 g. La digestion se llevo a cabo con 2ml de H202, 5 ml de HNOs y 3 ml de
HCI, dando como resultado un volumen de 10 ml. Al finalizar la digestion se filtré en

matraces aforados de 50 ml (Figura 9).
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Para la lectura de metales se realiz6 una curva de calibracion multielemental con

estandares certificados AccuStandard®.

Elemento (ng/ mL)
cd 1000+ 6
Cr 1000t 6
Cu 1000+ 6
Fe 1000+ 6
Mn 1000 + 20
Pb 1000+ 10
As 1000 + 24

Tabla 3. Estandares cerficados.

Imagen 9. Plantas Trituradas

34



Imagen 11.Lectura de metales

2.12 Determinacion de los factores de translocacion y bioacumulacién
El factor de translocacion (FT) se calculé como la concentracion de metales en la parte

aérea dividida entre la concentracion de metales en la raiz (Tu et al. 2003, Rizzi et al.

2004, Maldonado et al. 2011).
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El factor de bioacumulacion (FBC) que se define como la suma de la concentracion de
raicesy parte aérea dividida entre los relaves mineros (Mendoza-Hernandez et al., 2019).
El factor de trasferencia para las raices es la proporcion de la concentracion del metal en
la raiz, sobre la concentracién total en los relaves de minas (Tr) para la parte aérea (Th)
es la concentracién de metales en hojas entre la concentracion de metales en los relaves

mineros (Ganeshkumar et al., 2018; Rehman et al., 2018).

Metales en la parte aérea

Metales en las raices

Metales enraices + Metales en la parte aérea

FBC =
Metales en el relave minero

Metales en la parte de la raiz
"~ Metales en el relave minero

r

Metales en la parte aérea
Metales en el relave minero

h
2.13 Andlisis estadistico
El analisis estadistico del crecimiento de raices, tallos y de las concentraciones de
metales en las plantas, se realiz6 mediante un ANOVA para detectar las diferencias
entre tratamientos por una comparacién de valores medios mediante la prueba de
diferencia honestamente significativa (Hernandez Mendoza et al., 2016), utilizando el

software Graphpad Prism 9.
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CAPITULO lIl. RESULTADOS

3.1 Andlisis de la longitud de parte aéreay raiz
En la tabla 4 y gréfica 1 se muestran los resultados de la longitud en la parte aérea y

raices.
El consorcio 2 demostré6 una diferencia significativamente alta (p<0.05) en raices
respecto al testigo y el consorcio 1, en la parte aérea no se demostré una diferencia

significativa (p<0.05) en los tratamientos.

Tratamiento Raiz (cm) Parte aérea (cm)
Sustrato 103.34 +13.74 12.68 + 0.69
Testigo 19.078 +1.77 4.33+0.73
Consorcio 1 23.925+1.53 4,75 +£1.07
Consorcio 2 30.095 +1.40 4.84+0.73

Tabla 4. Longitud de raices y parte aérea
El desarrollo de raices en los diferentes tratamientos fue el siguiente; en el sustrato se
observaron raices largas y produccion de raices radiculares (Imagen 12), para el testigo
observamos raices radiculares pero no tan largas (Imagen 13), en los tratamientos con
ambos consorcios las raices tuvieron una diferencia significativa (p<0.05) a comparacion
del testigo, por lo que las bacterias promotoras del crecimiento vegetal ayudaron a la
elongacion de raices para una mejor absorcion de nutrientes y agua, pues se ha
comprobado que ayudan a producir raices mas largas, raices radicales y una mayor

densidad de raices (Stearns et al., 2005) (Imagenes 14 y 15).

37



M Raiz M Parte aérea

140
120

100

80

60

40

w B
0 L

Blanco Testigo Consorcio 1 Consorcio 2

c™M

TRATAMIENTOS

Grafica 1. Longitud promedio de parte aérea y raiz

Imagen 12 .Raices sustrato
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Imagen. 13 Raices testigo

Imagen 14 .Raices consorcio 1




Imagen 15 .Raices consorcio 2

3.2 Analisis de hojas
Para el perimetro no se presentd una diferencia significativa (p< 0.05) en los tratamientos

con ambos consorcios Yy testigo, como se muestra en la grafica 2. Durante el proceso de

fitorremediacién las plantas no presentaron clorosis.

Perimetro
15 14.18
10.17
10 8.4 8.57
€
(S)
5
0
Sustrato Testigo Consorcio 1 Consorcio 2

Tratamientos

Gréfica 2. Longitud de hojas

3.3 Concentracion de metales en los relaves mineros
Las concentraciones de metales pesados en el relave minero fueron analizadas

anteriormente (Mendoza-Hernandez et al., 2019), se pueden observar en la Gréfica 3.

Donde As (7889.83 mg/Kg) y Fe (4591 mg/Kg) fueron los metales con mayor
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concentracion, el Cd tuvo la menor concentracién con 191.4 mg/Kg. De acuerdo a la

NOM-147-SEMARNAT /SSA1-2004, las concentraciones de Pb y As de los relaves

mineros rebasaron las concentraciones, Cd y Cr no rebasaron las concentraciones, Fe,

Cu y Mn no venian dentro de dicha norma (Tabla 5).

Metal Concentracion mg/ Kg

Cu 492.69 *34.67

Pb 2211.60 £ 232.54
As 7889.83 + 234.67
Fe 4591.40 +9.98

Cr 456.90 + 8.43

cd 191.40+7.89

Mn 917.93 £23.45

Concentracion Total mg/Kg

9000
8000
7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000

Tabla 5. Concentracion de metales en relaves mineros

Relaves mineros

Cu Pb As Fe Cr Cd Mn
Metales

M Relaves mineros

Gréafica 3. Concentracion de los relaves mineros

3.4 Concentracion de metales en los diferentes tratamientos

El orden decreciente de las concentraciones en los tratamientos con ambos consorcios

en la raiz fue el siguiente: Fe > Pb > Mn > Cu > Cr > As > Cd, para el testigo el orden

decreciente fue: Fe > Pb > Mn > Cu > Cr > Cd > As (Tabla 6).
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El orden decreciente en el tratamientos con ambos consorcios para la parte aérea fue:
Fe >Mn > Cu > Cr > Pb > As > Cd, mientras que para el testigo el orden decreciente fue

el siguiente: Fe > Mn > Cu > Cr > As > Pb > Cd (Tabla 7).

Raiz

Cd Pb Cr Cu Fe Mn As
mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg

Testigo 22.29 420.49 154.78 218.21 7668.91 337.01 6.36

Consorcio 16.16 369.72 14993 182.37 2718.79 270.53 16.23
1

Consorcio 18.06 409.32 16144 198.78 7709.38 297.44 27.72
2

Tabla 6. Concentracion de metales en raiz

Parte aérea

Cd Pb Cr Cu Fe Mn As
mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg

Testigo 6.29 27.84 32.55 50.20 906.76  427.35 29.50

Consorcio 4.87 26.70 29.90 48.10 713.80 186.90 25.90
1
Consorcio 5.66 40.40 42.60 51.90 1153 236 26.45
2

Tabla 7. Concentracion de metales en parte aérea

3.4.1 Concentracion de cadmio
La concentracion de Cd fue significativamente alta (p<0.05) en el testigo con respecto a

los consorcios tanto en la raiz como en la parte area lo que significa que las bacterias
promotoras del crecimiento vegetal estan llevando a cabo una fitoestabilizacion de

cadmio, la diferencia de concentraciones se puede visualizar en la grafica 4.
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Grafica 4. Concentracion de Cd en parte aérea y raiz

3.4.2 Concentracién de plomo
Se obtuvo una concentracidén de Pb significativamente mas alta (p < 0.05) en el testigo

con respecto a los consorcios en la parte aérea y raices de la planta (como se muestra
en la grafica 5), por lo tanto se esta presentando una menor acumulacion de Pb en los
tratamientos con ambos consorcios gracias a las bacterias promotoras del crecimiento

vegetal.
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Gréfica 5. Concentracion de Pb en parte aérea y raiz

3.4.3 Concentracion de cromo
El consorcio 2 demostré una concentracion significativamente mas alta (p < 0.05) en la

parte aérea y raices respecto al testigo, las bacterias promotoras del crecimiento vegetal
acumularon el cromo en Helianthus annuus, en el caso del consorcio 1 las bacterias
promotoras del crecimiento vegetal ayudaron a estabilizar el Cr, como se muestra en la

gréfica 6.
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Grafica 6. Concentracion de Cr en parte aérea y raiz

3.4.4 Concentracion de cobre
La concentracion de Cobre en el testigo en la parte aérea y raices, tuvo una diferencia

significativa con el consorcio 1, la concentracion mas alta significativamente (p< 0.05) en

raices fue en el consorcio 2, con respecto al testigo (Gréfica 7).
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Grafica 7. Concentracion de Cu en parte aérea y raiz

45



3.4.5 Concentracion de hierro
El consorcio 2 tuvo una concentracion mas alta en raices y parte aérea a comparacion

del testigo, donde demostré una diferencia significativa (p< 0.05).El consorcio 1 en
conjunto con Helianthus annuus demuestra que logra una fitoestabilizacién de los
metales, mientras que el consorcio 2 ayuda a la acumulacién de metales en la planta

(Gréfica 8).

Parte aérea Raiz
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713.8
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TESTIGO CONSORCIO 1 CONSORCIO 2

Grafica 8. Concentracion de Fe en parte aérea y raiz

3.4.6 Concentracibn manganeso
El testigo tuvo una concentracién significativamente alta (p <0.05) respecto a los

tratamientos con ambos consorcios, (como se muestra en la grafica 9), por lo que esta
vez los dos consorcios ayudaron a una estabilizacion de Mn, evitando su acumulacion

en Helianthus annuus gracias a las bacterias promotoras del crecimiento vegetal.
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Grafica 9. Concentracién de Mn en parte aérea y raiz

3.4.7 Concentracién arsénico
La concentracion de As en el testigo con respecto a la parte aérea fue significativamente

alta (p < 0.05) a comparacién del tratamiento con ambos consorcios, en las raices los
tratamientos con ambos consorcios tuvieron una diferencia significativamente alta (p <
0.05) con respecto al testigo, esto indica que en los tratamientos con consorcios estuvo
presente una acumulacién de As en Helianthus annuus, como se muestra en la gréfica

10.
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Gréfica 10. Concentracion de As en parte aérea y raiz

3.5 Factor de translocacioén

El orden decreciente para el factor de translocacion fue el siguiente: As > Mn > Cd > Cu

> Cr > Fe > Pb. Para Mn y As los valores fueron significativamente (p <0.05) mayores en

el testigo en comparacion con los tratamientos inoculados presentando FT>1. No

obstante, el consorcio 1 presento valores de FT >1 en As. Por otro lado, en cuanto a Cu,

Cd, Fe, Cry Pb no se mostraron diferencias significativas (p <0.05) entre los tratamientos

y presentaron FT<1. Como se muestra en la tabla 8.

T e C2

METAL FT FT FT
Cd 0.2821 0.3013 | 0.3133
Pb 0.0662 0.0722 | 0.0987
Cr 0.2102 0.1994 | 0.2638
Cu 0.2300 0.2637 | 0.2610
Fe 0.1182 0.2625 | 0.1495
Mn 1.2680* | 0.6908 | 0.7934
As 4.63* 1.5958 | 0.9539

Tabla 8. Factores de translocacion
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* Diferencia significativa

3.6 Factor de bioacumulacion
El factor de bioacumulacion se presento en el siguiente orden descendiente Fe > Mn >

Cu > Cr > Pb > Cd > As. Mn demostro una diferencia significativa (p <0.05) en el testigo
a comparacion de los tratamientos con ambos consorcios. Fe presentd valores de FBC
> 1 en el testigo y consorcio 2 mostrando una diferencia significativa en comparacion con
el consorcio 1. En el caso de Cd, Cu, Pb, Cr y As no se demostraron diferencias
significativas (p <0.05) entre el testigo y los consorcios, presentando un FBC <1. Como

se muestra en la tabla 9.

TESTIGO C1 C2

METAL FBC FBC FBC
Cd 0.1493 | 0.1098 | 0.1239
Pb 0.2026 | 0.1792 | 0.2033
Cr 0.4100 | 0.3935 | 0.4465
Cu 0.5447 | 0.4677 | 0.5087
Fe 1.8677° | 0.7476 | 1.9302*
Mn 0.8326* | 0.4983 | 0.5811
As 0.0045 | 0.0053 | 0.0068

Tabla 9. Factores de bioacumulacién

*Diferencia significativa

3.7 Factor de Transferencia en la parte aérea y raices
Los factores de transferencia de los metales que corresponden a la parte aérea se dieron

en el siguiente orden decreciente Mn > Fe > Cu > Cr > Cd > Pb > As. Como se muestra
en la tabla 10.
La transferencia en la zona de las raices se obtuvo un orden decreciente Fe > Cu > Cr >

Mn > Pb > Cd > As, como se muestra en la tabla 11.
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En la parte aérea se mostrd una diferencia significativa (p <0.05) para Mn en el testigo
en comparacion a los tratamientos inoculados con ambos consorcios. Para Fe se mostro
una diferencia significativa (p <0.05) en el consorcio 2 en comparacion al testigo y
consorcio 1. En caso de Cd, Pb, Cr, Cuy As no se mostraron diferencias significativas (p
< 0.05). Para todos los metales en la parte aérea se obtuvo un valor de Translocacion
<1.

En las raices, As presento valores de transferencia mayores (p<0.05) en el consorcio 2
y consorcio 1 en comparacion al testigo, presento valor de translocacion <1. Para Fe se
mostré una diferencia significativa (p <0.05) en el testigo y consorcio 2 en comparacion
con el consorcio 1 donde el testigo y consorcio 2 mostraron valores de transferencia >1.
En el caso de Cd, Pb, Cr, Cuy Mn no se presentaron diferencias significativas (p <0.05),

con valores de translocacion <1.

TESTIGO C1 Cc2

METAL Ta Ta Ta
Cd 0.0328 0.0254 0.0295
Pb 0.0125 0.0120 0.0182
Cr 0.0712 0.0654 0.0932
Cu 0.1018 0.0976 0.1053
Fe 0.1974 0.1554 | 0.2511*
Mn 0.4655* | 0.2036 0.2571
As 0.0037 0.0032 0.0033

Tabla 10. Factores de Transferencias en la parte aérea

*Diferencia significativa

TESTIGO C1 Cc2

METAL Tr Tr Tr
Cd 0.1164 0.0844 0.0943
Pb 0.1900 0.1671 0.1850
Cr 0.3387 0.3281 0.3533
Cu 0.4428 0.3701 0.4034
Fe 1.6702* 0.5921 1.6790*
Mn 0.3671 0.2947 0.3240
As 0.0008 0.0020* 0.0035*
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Tabla 11. Factores de Transferencias en las raices

*Diferencia significativa

3.7 DISCUSION DE RESULTADOS
El consorcio 1 (Serratia K120, Enterobacter N9 y Enterobacter K131), ayudd en la

fitoestabiizacion de Cd, Pb, Cr, Cu, Fe y Mn en la parte aérea y raices, excepto en As
donde se presentd una fitoextraccion en Helianthus anuuus, estos resultados estan en
buena concordancia con lo planteado por (Mendoza-Hernandez et al., 2016) donde la
inoculacién de Enterobacter N9 y Enterobacter K131 en Helianthus annuus fomentaron
la estabilizacién de metales, evitando la fitoextraccion de estos. Este comportamiento se
ha observado previamente en Helianthus annuus con BPCV, donde se presento igual
una disminucion en el contenido de metales, ayudando en la inmovilizaciéon de metales
pesados (Marques et al., 2013).

El consorcio 2 (Klebsiella MC173, Escherichia N16 y Serratia MC119) logré6 una
fitoestabilizacion de Cd y Mn en Helianthus annuus, ya que estabilizd los metales en el
suelo evitando la movilizacién a la parte aérea. En metales como Pb, Cr, Cu, Fe y As, se
present6 una fitoextraccion. Esto concuerda con lo reportado por (Mendoza-Hernandez
et al., 2016), donde la inoculacién de Klebsiella MC173 ayudo a una Fitoacumulacién en
raices y parte aérea en Fe.

Un estudio realizado por (Hernandez Acosta et al., 2016) de fitorremediacion de relaves
mineros con Helianthus annuus demostro valores de translocacion que excedian el limite
en Cu, Mn, Cd y Cu, estos resultados no concuerdan con los valores obtenidos de

Translocacion <1 en Helianthus annus con consorcios de BPVC, lo cual nos indica que
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los consorcios de bacterias promotoras del crecimiento vegetal ayudaron a disminuir la
concentracion de Cd, Pb, Cr, Cu, Mn y As, en la parte aérea y raices de las plantas.

La disminucion en el contenido de metales en Helianthus annuus se ha presentado
anteriormente donde se observd una disminucion en cadmio y zinc por la adicion de
BPCV (Rajkumar et al., 2008). Esta disminucion en el contenido de metales por las
bacterias promotoras del crecimiento vegetal nos puede dar indicios de una
fitoestabilizacion, debido a la elongacion de las raices, lo cual son un parametro
importante dentro de la fitorremediacion, sin ellas no se podria lograr una
fitoestabilizacion o acumulacion de metales (Marques et al., 2013).

La elongacion de raices en los diferentes tratamientos, demostraron una diferencia
significativamente (p < 0.05) alta en los consorcios respecto al testigo, esto concuerda
con los trabajos de (Mendoza Hernandez et al.,, 2017), donde la inoculaciéon de
Enterobacter N9, Serratia K120, mostraron diferencia significativa (p< 0.05) en el
crecimiento de raices en las cepas a comparacion del testigo en Helianthus annus. Estas
bacterias promotoras del crecimiento vegetal aumentan el nimero de pelos radiculares,
raices laterales y la superficie de la raiz, mejorando la absorcion de nutrientes,
aumentando el potencial de fitoestabilizacidn, esto incrementa la tolerancia por el estrés
de arsénico y cobre (Singh et al., 2015).

Ademas de la adicién de BPCV, se ha demostrado que la aplicacion de materia organica,
reduce la concentracion de los metales, evitando la lixiviacion a través del suelo, dado
el caso de (Marqués et al; .2007) donde la adicibn de materia organica en procesos de

fitorremediacion de metales, redujo la percolacion de metales hasta en un 80%. La

52



adicion de sustrato al sistema de fitorremediacidon, ayuda a reducir el estrés por los
metales pesados, haciendo factible un sistema de fitorremediacion.

De igual forma las condiciones climéticas son de gran importancia al llevar a cabo un
sistema de fitorremediacion, ya que temperaturas extremas suelen afectar el crecimiento
de la planta, lo que complica el proceso de fitorremediacion, por lo que se debe de tener
en cuenta este factor al igual que el exceso o falta de riego, ya que este puede afectar el

crecimiento de raices por exceso o falta de humedad.

CONCLUSIONES
e Las cepas del consorcio 2 (Klebsiella Mc173, Escherichia N16 y Serratia MC119),

ayudaron en el crecimiento de raices con una diferencia significativa (p < 0.05) en
comparacion del testigo.

e En las hojas no se encontr6 una diferencia significativa entre testigo y el
tratamiento con ambos consorcios, sin embargo hubo una maduracién pronta en
los consorcios en comparacion del testigo.

e Las concentraciones de As y Pb en los relaves mineros rebasaron el limite
establecido en la NOM-147-SEMARNAT/SSAI-2004.

e EIl consorcio 1 (Serratia K120, Enterobacter N9 y Enterobacter K131), ayudo a
estabilizar los metales, evitando su translocacién, transferencia y su
bioacumulacién en Helianthus annuus, excepto en As.

e El consorcio 2 (Klebsiella MC173, Escherichia N16 y Serratia MC119) con
Helianthus annuus demostraron la fitoextraccion de Pb, Cr, Cu, Fe y As. En Cd y

Mn, se presentd una fitoestabilizacion de los metales.
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e Factores de translocacion mayor a 1, se presentaron en el testigo en Mn (1.2680)
y As (4.63), y en el consorcio 1 se presenté un FT >1 en As (1.5958).

e En el Factor de bioacumulacién se encontraron valores mayores a 1, en Fe para
el testigo y consorcio 2.

e La fitorremediacion con Helianthus annuus muestra un gran potencial para la
remediacion de relaves mineros por la capacidad que tiene para absorber los
metales en mayor cantidad, por lo que se le considera una planta acumuladora,
favorable en la fitoextraccién de metales pesados.

e La efectividad de un sistema de fitorremediacion dependera de la especie vegetal
utilizada y del género de la cepa.

e Estos resultados pueden promover un sistema de fitorremediacidon asistida con
BPCV como una alternativa eficiente para la inmovilizacion de metales, de bajo
costo y amigable con el medio ambiente, lo que puede aumentar su uso en la
remediacion de los relaves mineros, evitando los procesos fisicoquimicos que
suelen ser de un manejo mas complicado y costosos.

e La fitorremediacion puede ser considerada una estrategia que contribuya al
cumplimiento de la agenda 2030 (del programa de Naciones Unidas para el medio
ambiente), ayudando a evitar la escasez de alimentos, propiciar el acceso al agua

limpia, ademas de la conservacion de los ecosistemas y la salud humana.
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