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INTRODUCCION
Los minerales son altamente apreciados por la sociedad y diversos sectores industriales
debido a que muchos son utilizados como materias primas en la fabricacion de productos
esenciales. Para aprovechar estos minerales, es necesario extraerlos de las rocas o
suelo mediante los procesos de mineria. Sin embargo, estos procesos generan residuos
conocidos como jales de mina, que contienen los restos de minerales que no pudieron

ser extraidos, asi como residuos de los reactivos empleados en la extraccion.

Los jales de mina cuentan con caracteristicas toxicas como gran acidez y altas
concentraciones de metales pesados, lo que puede resultar en graves consecuencias
para el medio ambiente y la salud humana. La disposicion inadecuada de los jales puede
contaminar cuerpos de agua cercanos, afectar la calidad del aire y del suelo, asi como

poner en peligro la salud de las comunidades cercanas.

Por lo tanto, es crucial adoptar practicas mas responsables y sostenibles en la gestion
de los jales de mina. Ademas de implementar tecnologias avanzadas para el tratamiento
de los residuos. De igual manera se pueden utilizar técnicas de fitorremediacién para
reducir el impacto de los jales en el medio ambiente. La fitorremediacion es una técnica
gue se basa en los procesos metabdlicos de las plantas para controlar la contaminacion
del suelo y agua. Al cultivar ciertas especies vegetales en los jales de mina, se puede
reducir la acidez y la concentracion de metales pesados, asi como restaurar la calidad
del suelo y del agua. La fitorremediacién no solo es efectiva en la eliminacién de
contaminantes, sino que también es una solucién sostenible y econémicamente viable

para la gestion de los residuos de la mineria. Al incorporar técnicas de fitorremediacion



en las practicas mineras, se puede minimizar el impacto ambiental y promover la

recuperacion de los ecosistemas afectados.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Los jales de mina son un problema ambiental global, especialmente cuando han sido
abandonados y se encuentran expuestos, debido a la liberacién de metales pesados en
el medio ambiente y su toxicidad. Los metales pesados presentes en los jales de mina
pueden infiltrase llegando a cuerpos de agua o dispersarse manera edlica afectando
ecosistemas cercanos, lo que genera un impacto negativo en la calidad de los recursos
naturales y puede afectar a la agricultura y la produccion de alimentos (Reyes et al.,

2007).

Es importante considerar el peligro que ocasiona la presencia y, en primer lugar, las altas
concentraciones de metales pesados en los ecosistemas ya que presenta un efecto
sumamente negativo para los organismos, especialmente cuando los metales se
encuentran de una forma mas biodisponible. Entre mayor sea su biodisponibilidad,
existira mas probabilidad que puedan introducirse a la cadena tréfica, afectar a otros

seres vivos e incluso dar lugar a la bioacumulacion o biomagnificacion.

Por su parte, la exposicion aguda o cronica de los humanos a los metales pesados
provocan dafios a la salud como problemas hepéaticos, dafio gastrointestinal, dafos
renales, dafios al sistema nervioso, enfermedad de Parkinson, dafios al sistema
reproductivo, dafio neuronal, cancer, etc. (Briffa et al., 2020). Mientras que algunas de

las principales formas por los que los metales interfieren con los procesos celulares son



el estrés oxidativo, la interferencia con calcio y unién a proteinas por medio de los grupos
sulfhidrilos, llevando a las células procesos de muerte celular (necrosis o apoptosis) en

el sistema nervioso central y periférico (Nava-Ruiz y Méndez-Armenta, 2010).

Por otra parte, la contaminacion por metales pesados provenientes de la mala gestion
de los jales de mina puede tener impactos econdmicos significativos en las comunidades
locales y regionales. La contaminacion del suelo y el agua puede disminuir la produccion
agricola y afectar la acuicultura, lo que puede llevar a una menor disponibilidad de
alimentos y aumentar los precios. Ademas, la contaminacion puede tener efectos a largo
plazo en la salud de las personas y los animales, lo que puede aumentar los costos de
atencién médica y reducir la calidad de vida, impactando negativamente la productividad

y la economia local a largo plazo.

JUSTIFICACION
Es importante que se lleve a cabo la adecuada gestion de los residuos de la mineria para
minimizar su impacto en el medio ambiente al igual que fomentar la recuperacion de los
ecosistemas afectados. Si bien, existen algunas técnicas para el saneamiento de los
suelos contaminados que consisten en la extraccion o inmovilizacion de los
contaminantes, algunas de estas técnicas suelen basarse en procesos fisicoquimicos

presentando un gran coste econdmico y energeético.

Una alternativa viable es la implementacion de biotecnologias que consisten en un
conjunto de actividades enfocadas al desarrollo sostenible como los sistemas de

biorremediacion. Asimismo, la fitorremediacion es una técnica que se basa en los



mecanismos fisioldgicos de las plantas y los microorganismos asociados a ellas para la
remediacion de sitios contaminados, ademas, es una practica mas sostenible, menos

peligrosa, de menor costo y requerimiento energético (Veldzquez-Gonzélez et al., 2010).

El papel de las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV) es fundamental
puesto que cuentan con caracteristicas que favorecen a las plantas a través de
mecanismos directos e indirectos. Por lo tanto, el desarrollo de las plantas se ve
favorecido pese a las altas concentraciones de metales pesados, por lo que la
fitorremediacion asistida por BPCV es una manera de mejorar la eficiencia de esta

técnica de biorremediacion.

OBJETIVO
Evaluar un sistema de fitorremediacion de jales de minas con Helianthus annuus asistida

con consorcios de BPCV.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Evaluar los pardmetros de crecimiento que corresponden a: altura de las plantas, area
de las hojas y longitud de raices en presencia de metales pesados con y sin
consorcios bacterianos.
e Determinar la concentracion de Cu, Cd, Cr, Fe, Mn, As y Pb presentes en las raices
y parte aérea de las plantas.
e Analizar los factores de transferencia, translocacién y bioacumulacién de los metales

en las plantas.



e Determinar la concentraciéon de metales mencionados en la muestra de jal de mina.

HIPOTESIS
Nula: Las cepas de bacterias promotoras del crecimiento vegetal no ayudan a los
procesos de fitorremediacion de los jales de mina; ante el estrés de las plantas por los

metales; ni modifican los factores de transferencia y bioacumulacién de los metales.

Alternativa: Las cepas de bacterias promotoras del crecimiento vegetal ayudan a los
procesos de fitorremediacion de los jales de mina disminuyendo el estrés de las plantas

y modificando los factores de transferencia y bioacumulacion de los metales.



CAPITULO |

1. ANTECEDENTES

1.1 Mineria

La mineria es el proceso por el cual se obtienen recursos naturales presentes en la
corteza terrestre como los minerales y otros materiales no minerales con valor econémico
(Coll-Hurtado et al., 2002). Dependiendo del tipo de del mineral explotado la activad se
puede definir en mineria metallrgica, que suelen ser empleados como materia prima; la
mineria no metalUrgica de donde se obtiene materiales para la construccion, materia

prima para joyas y ornamentacion.

La extraccion de los minerales ha sido una practica antigua desde la prehistoria, en la
cual se utilizaban diversos minerales para crear herramientas o armas. Actualmente, es
una industria importante que ha desarrollado técnicas, estudios y analisis fisico-quimicos
a partir de los avances tecnoldgicos para mejorar la exploracién y explotacién de los
yacimientos. Esto influye de manera positiva con el desarrollo econémico debido a que
el sector minero es de los mas importantes para los paises ya que es de los que mas
aportan al producto interno bruto (PIB) (Vilela-Pincay et al., 2020; De Economia, s. f.

2023).

1.2 Mineria en México

La industria minera en México es un sector crucial que aporta un gran valor a la economia
nacional. La participacion de este sector en el PIB del pais fue de 2.5%, mientras que en
el PIB industrial represento el 8.6%, colocandose como una de las cinco industrias mas

significativas en este rubro. A pesar de la tendencia decreciente de los afios previos a la
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pandemia de COVID-19, la mineria en México experimentd un crecimiento del 7.1%,
siendo una de las tasas mas altas de todas las actividades productivas, lo cual contribuy6
significativamente a la reactivacion economica del pais (Camara minera de México,

2021).

Esto se debe a que México cuenta con una gran riqueza de recursos mineros lo cual ha
permitido que el pais ocupe lugares destacados en la produccion mundial de minerales.
En el afio 2000 en la produccion de dieciséis minerales: primero en plata, bismuto y
celestita; cuarto lugar en arsénico, cadmio, grafito y molibdeno; quinto lugar en zinc,
plomo y diatomita; séptimo lugar en sal; octavo lugar en feldespatos, manganeso y barita;
noveno lugar en yeso. Mientras que en 2021 se posicionaron diecisiete minerales en los
diez primeros lugares: primero en plata; segundo en fluorita; tercero en sulfato de sodio
y wollastonita; cuarto celestita; quinto plomo, molibdeno, barita, diatomita, sulfato de
magnesio; sexto zinc; octavo sal, yeso, cadmio, oro y feldespato; décimo lugar cobre.

(Coll-Hurtado et al., 2002; De Economia, s. f. 2023).

1.3 Efectos negativos de la mineria
A pesar de la gran importancia de la industria minera, no se puede dejar de lado el gran
impacto ambiental que generan los procesos de mineria. Las afectaciones se presentan

en cualquiera de las etapas del desarrollo del proyecto como son:

a) Exploracion: Prospeccion y analisis del tipo de yacimiento, asi como de la reserva
y la viabilidad econdmica para la explotacion.

b) Desarrollo: Puesta en marcha. Preparacion de tiro y socavones; construccion de
vias de acceso y comunicaciones internas; construccion de instalaciones de la

unidad minera.

10



c) Operacion: Consiste en la extraccion de los minerales; posteriormente el proceso
de molienda; concentracion de los minerales y eliminacion de residuos liquidos y
solidos via presa de jales.

d) Cierre: Implica; tebricamente, la restauracion y rehabilitacion del sitio al finalizar la

explotacion.

La gravedad del impacto va a depender de diversos factores como las caracteristicas
geograficas, tipo de minado, dimension de la explotacién, clase del mineral explotado,

tratamiento del mineral y la gestion de los residuos finales.

1.4 Consecuencias ambientales por la mineria en México

Actualmente, la mineria cuenta con tecnologias que favorecen la extraccion de minerales
a gran escala. La implementacion de practicas como la explotacion de tajos a cielo
abierto, la aplicacion de productos sumamente téxicos como el cianuro y el mercurio, y

el empleo de elevadas cantidades de agua, han causado dafios ecoldgicos irreversibles.

Algunas entidades en el norte y centro de México que cuentan con gran presencia de
actividades mineras suelen promover la exploracién y explotacion en territorios agricolas,
en zonas ambientales sensibles y regiones ocupadas por poblaciones indigenas o
comunidades campesinas urbanas. En estas zonas, los desastres socioambientales han
sido frecuentes, a menudo debido a la mala gestiéon de los residuos y a la falta de

capacidad regulatoria institucional (Azamar Alonso et al., 2021).

Algunos de los casos reportados mas importantes han sido:

e La contaminacion del rio Chinipas en 2010, en Chihuahua (Mayorga, s. f.).
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La contaminacion del rio Marabasco y de la Reserva de la Biosfera de Manantlan
con miles de litros de quimicos de la presa de jales de la minera Pefia Colorada,
en 2013 (Verdebandera, 2009).

La contaminacion de los rios Sonora y Bacanuchi por el derrame de 40 mil metros
cubicos de lixiviados de sulfato de cobre provenientes de jales de Grupo México,
en 2014 (Valenzuela, s. f.).

La contaminacion del rio Cata, en Guanajuato, en 2015, por el derrame de
aproximadamente 1200 galones de lodos residuales de la pileta de jales (De
Medios SA De CV Demos, 2015).

Afectacion del rio San Martin en Zacatecas con mas de 20 mil litros de agua
contaminada con sedimentos en 2019 (Gaytan, 2019).

El derrame de 6 mil metros cubicos de jales en Durango en 2020 (De Proteccién

Al Ambiente, s. f.). Entre otros.

1.5 Jales de mina

El Servicio Geoldgico Mexicano (2019) define a los jales de mina como los apilamientos

de material molido que quedan después de que los minerales de interés han sido

extraidos de las rocas que los contienen. Aqui se encuentran restos de los minerales que

no pudieron ser recuperados, particulas de los reactivos empleados en la separacion del

mineral y la roca. Los jales de mina pueden contener sulfuros metalicos residuales como

la pirita (FeS2), galena (PbS), esfalerita (ZnS), calcopirita (CuFeS2), arsenopirita (FEASS)

gue son fuente de elementos potencialmente toxicos (EPT) , sin embargo, otros metales

pueden estar presentes como Cr, Hg, Ag, Al, Ni, Ba, Se, Cd (Gutiérrez Ruiz et al., 2007;

Romero et al., 2007).
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Los jales de mina muchas veces se encuentran abandonos y sin implementar ningun tipo
de controles ambientales permitiendo que la accién del viento y la lluvia puedan provocar
la dispersion de los contaminantes afectando directamente en el suelo, sedimentos y

cuerpos de agua (Jiménez y Olvera-Balderas, 2019).

1.6 Dispersion de los contaminantes

La dispersion de metales pesados en el entorno es un problema ambiental significativo.
En las zonas lluviosas, la dispersion ocurre a través del drenaje acido, que es el resultado
de la oxidacioén de los sulfuros metalicos, y los escurrimientos superficiales, mientras que,
en las zonas aridas, el viento es el principal medio de dispersion (Gutiérrez Ruiz et al.,

2007).

Existen varios factores que influyen en la dispersion de estos contaminantes
provenientes de los relaves mineros como los factores geoldgicos; condiciones
climaticas; concentracion de los contaminantes; la presencia de sulfuros y ciertos

minerales, asi como la produccion de minerales secundarios (Romero et al., 2008).

Una vez presentes en el suelo, los metales pueden ser movilizados a través de la
solucion del suelo o ser redistribuidos lentamente a través de la fase solida dependiendo

de la especie del metal y propiedades del suelo (Han et al., 2003).

Las caracteristicas del suelo que intervienen en la movilidad de los metales son: pH;
capacidad de intercambio catidnico y anionico; su composicion idnica; potencial redox,

materia organica; textura; entre otras (Méndez et al., 2009).

Debido a su persistencia, los metales permaneceran en el sitio, lo que genera el riesgo

de ingresar a la cadena tréfica. Para esto deben ser primeramente transferidos del suelo
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a la planta, lo que va a depender de su movilidad y biodisponibilidad de los
contaminantes. Sin embargo, se ha demostrado que organismos como algunas especies
de gasterépodos absorben algunos metales a través de la piel. Otros organismos,
principalmente en algunos invertebrados terrestres, los elementos traza pueden penetrar
las células de forma pasiva a través de canales siguiendo un gradiente de concentracion
por difusiébn (Dar et al.,, 2019). Si bien algunos metales como Cu, Mn o0 Zn son
fundamentales en funciones bioquimicas y fisioldgicas, otros como Pb, Cd, Hg o As no
aportan ningun beneficio a los organismos, incluso podrian presentan toxicidad aun a
bajas concentraciones (Garcia et al., 2002; Montes Rocha, 2016; Ferré Huguet et al.,

2007).

El peligro de los metales pesados radica en su tendencia a bioacumularse, es decir, al
aumento de su concentracion en los organismos en un periodo de tiempo. La gran
mayoria de organismos no son capaces de eliminar los metales pesados ingeridos por
lo que se van acumulando en su sistema y a medida que estos organismos son
consumidos por organismos mas grandes, la concentracion de metales se ira

incrementando en cada nivel tréfico (Zhuang et al., 2009; Dar et al., 2019).

1.7 Fitorremediacion

Con el fin de reducir la contaminacién por metales pesados se ha optado por el desarrollo
de nuevas tecnologias que sean sostenibles para la remediacion de los sitios
contaminados. Una alternativa conveniente es la fitorremediacion gracias a que los
resultados se obtienen mediante bioprocesos disminuyendo las fuentes de
contaminacion secundaria que se producen a partir de los procesos fisicoquimicos de

saneamiento. De igual manera, los costos y consumos energéticos se ven disminuidos.
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Los procesos de fitorremediacidon pueden implicar la extraccion, inmovilizacion,
degradacion o retencion de los contaminantes del sitio de interés siendo de gran
importancia para la gestion de los de los ecosistemas debido a que los procesos se
realizan preservando su estado biolégico y fisico (Timalsina et al., 2022). Sin embargo,
la eficiencia de la fitorremediacibn puede verse afectada por diferentes factores
incluyendo la especie vegetal empleada y las condiciones ambientales como

temperatura, el viento, salinidad, clima, pH, disponibilidad de nutrientes, etc.

Existen diferentes técnicas de fitorremediacion, a continuacion, se mencionara algunas

de ellas para la remediacidén de contaminantes inorganicos como los metales pesados.

1.7.1 Fitoextraccion:
Es el proceso de absorcion de contaminantes del medio a través de las raices de las
plantas y su acumulacion en la parte aérea. Generalmente implica el uso de especies
de plantas hiperacumuladoras para absorber el metal y posterior la cosecha de la
biomasa con el objetivo de reducir la concentracion de los metales a niveles

aceptables (Wei et al., 2008).

1.7.2 Fitodegradacion o fitotransformacion:
Consiste en el uso de las plantas para degradar o transformar los contaminantes, en
sustancias menos toxicas a través de la actividad enzimatica que se produce en la
rizosfera por la planta y microorganismos. De esta manera pueden ser asimilada por
las plantas y secuestrados en sus vacuolas o fijados a estructuras celulares insolubles

(Nufiez Lopez et al., 2004).
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1.7.3 Fitovolatilizacion:
Se produce cuando las plantas absorben los contaminantes del suelo y los
transforman en especies volatiles y posteriormente los liberan a la atmdésfera. La
aplicacion de esta técnica es limitada pues el contaminante no se elimina por
completo ya que solo se transfiere del suelo a la atmdsfera lo que significa que puede

volver a depositarse (NUfiez Lopez et al., 2004).

1.7.4 Fitoestabilizacion:
En esta estrategia las plantas presentan una importante elongacién de las raices que
reduce la biodisponibilidad de los metales y otros contaminantes. Esto ocurre a través
de reacciones como la precipitacion, formaciébn de complejos insolubles o
mecanismos fisicos como la adsorcion. En la rizosfera, los metales se fijan a las
raices de las plantas o en la materia organica presente en el suelo y asi, la
biodisponibilidad y migracion de los contaminantes se ve limitada. Las plantas que
participan en la fitoestabilizacion deben ser del tipo excluyentes, es decir, que la
acumulacién de metales en la parte aérea es menor con respecto a la concentracion

presente en la rizésfera (Covarrubias y Pefia, 2017).

1.8 Bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV)

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV) comprenden especies de un

amplio namero de géneros. Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal habitan

especialmente en la rizosfera que es donde las raices de las plantas interactian

fuertemente con las poblaciones microbianas ya que ahi se encuentra una mayor

concentracion de bacterias que el resto del suelo ya que puede haber hasta 10° células
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por gramo de suelo debido a que son atraidas por las sustancias excretadas por las
raices generando la relacién planta-microorganismo (Contreras Montien et al., 2017;

Benjumeda Mufioz, 2017).

Por su parte las BPCV generan una relacion simbidtica mutualista planta-bacteria, donde
las bacterias reciben moléculas esenciales como carbohidratos, aminoéacidos, lipidos o
acidos organicos mientras que las plantas se ven estimuladas mediante diferentes
mecanismos directos o indirectos los cuales dependen de la cepa bacteriana. Algunas
BPCV producen fitohormonas esenciales para para favorecer el crecimiento como
auxinas, citoquininas, giberelinas y la produccién de etileno; otros compuestos
producidos por las BPCV implican enzimas, osmolitos, biosurfactantes, sideroforos,
acidos orgéanicos y antibioticos, ademas, ayudan con una mejor absorcion de nutrientes
y minerales, fijacion de nitrégeno o tolerancia a estrés bidtico y abiético (Ma et al., 2011;

Rodriguez-Sahagun et al., 2020).

1.9 Fitorremediacion asistida con BPCV

Las especies vegetales utilizadas en los sistemas de fitorremediacién son tolerantes a
ciertas concentraciones de metales pesados, sin embargo, su desarrollo se ve
comprometido bajo estas condiciones; algunas veces su crecimiento es lento, tienen
poca produccién de biomasa y corta elongacion de raices. Por su parte, las BPCV tienen
la capacidad de alterar el metabolismo celular de las especies vegetales por lo que las
plantas pueden tolerar altas concentraciones de metales y desarrollarse en estos

ambientes contaminados.

Con el objetivo de ayudar en la extraccion de los metales, las bacterias son capaces de

aumentar la biodisponibilidad de los metales al modificar la solubilidad, la disponibilidad
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disminuyendo el pH del suelo, solubilizacién de P, liberacién de quelantes o cambios
redox. Entre la gran variedad de metabolitos producidos por las bacterias, los sideréforos
son de gran importancia para la movilizacion y acumulacion de los metales gracias que
solubilizan formas no disponibles de Fe que contiene metales pesados. De igual forma,
son capaces de formar complejos con iones metalicos que pueden ser asimilados por
procesos mediados en las raices (Ma et al., 2011). Las BPCV también pueden influir en
la movilizacion de los metales a través de la produccion de acidos organicos de bajo
peso molecular como el gluconato; 2-cetogluconato; oxalato; citrato; acetato; malato;
succinato entre otros, disminuyendo el pH del suelo o disolviendo fuentes de metales
como ciertos minerales donde estdn presentes. También los biosurfactantes han
demostrado ayudar en la solubilizacién y disponibilidad de los metales al facilitar la

formacién de complejos.

Por el contrario, con el objetivo de inmovilizar los contaminantes, las bacterias también
pueden reducir la absorcion o translocacion de los metales al disminuir la
biodisponibilidad induciendo a la unién de metales grupos funcionales aniénicos (grupos
sulfhidrilo, carboxilo, amina y amida) inmovilizandolo y evitando su entrada a la raiz de
la planta. De la misma forma la produccion de polimeros extracelulares capaces de
unirse a metales como polisacaridos, proteinas, sustancias humicas, etc. Pueden quelar
los metales reduciendo su toxicidad; como también pueden hacerlo los sideréforos o

acidos organicos producto de las bacterias.

De igual manera las bacterias pueden interactuar de manera directa con los metales para
modificar su disponibilidad o disminuir su toxicidad: Produccién de amoniaco o bases

organicas que dan como resultado precipitados de hidréxidos metalicos; fijacion de Fe 'y
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Mn en la superficie celular; biotransformacion de los compuestos metalicos como la
metilacion, desmetilacion, formacion de complejos, oxidacién o reduccién (Alves et al.,

2022; Ma et al., 2011).
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CAPITULO Il

2. METODOLOGIA

2.1Seleccion del consorcio de BPCV para los tratamientos

Las cepas que conformaron los consorcios bacterianos ya han sido caracterizadas como
BPCV con anterioridad y fueron proporcionadas por el laboratorio de cuerpo académico
“‘BUAP-256" de ingenieria ambiental de la facultad de ingenieria quimica de la BUAP
(Mendoza Hernandez et al., 2016). Dichos consorcios estuvieron constituidos de la

siguiente manera:

Consorcio 1 Serratia K120 Serratia Mc119 Escherichia N16

Consorcio 2 Enterobacter K131 Klebsiella Mc173 Enterobacter N9

Tabla 1. Conformacioén de consorcios bacterianos

2.2 Preparacion del in6culo

Las cepas se sembraron en tubos de ensayo con 5 ml de caldo Luria Bertani (LB) para
después realizar la siembra masiva en matraces erlenmeyer con 150 mL de caldo LB
(Imagen 1). Se incubaron a 30°C durante 48h. Posteriormente las células bacterianas se
separaron del medio por centrifugacién a 8000 rpm por 15 minutos, fueron resuspendidas
en una solucién buffer de fosfatos y diluidas a 0.5 A que equivale a una concentracién

de 1x10° UFC/mL.
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Imagen 1. Preparacion del inéculo.

2.3 Preparacion de las macetas.

La muestra de jal de mina empleada en el experimento fue proporcionada por el
laboratorio de cuerpo académico “BUAP-256" de la carrera de ingenieria ambiental de la
Facultad de ingenieria quimica, la cual fue recolectada de jales de mina de Zimapan

Hidalgo, México (Mendoza Hernandez et al., 2016).

El disefio experimental se conformé por cuatro tratamientos en bloques. El tratamiento
T1 corresponde a las plantas inoculadas con el C1, el T2 inoculado con el C2, T3 al
testigo y T4 al control. T1, T2 y T3 constaron de una mezcla homogénea de 80% jal de

mina y 20% de sustrato comercial (800g de jal de mina y 200g de sustrato); el T4 fue el
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control y se empled 10009 de sustrato comercial sin jal de mina. En cada caso se llevd

a capacidad de campo con la finalidad de contar con la humedad necesaria para que las

semillas de Helianthus annuus pudieran germinar. En la tabla 2 se muestra la

conformacion de los tratamientos.

Inoculo Jal de mina Sustrato
bacteriano comercial
T1 C1 800g 200g
T2 C2 800g 200g
T3 (Testigo) - 800g 200g
Control - - 1000g

Tabla 2. Preparacion de macetas

2.4Siembra en macetas

Las semillas se hidrataron durante una hora con agua destilada y se sembraron cuatro

en cada maceta a 1 cm de profundidad. Enseguida se inoculé con 10 mL del cultivo de

cada cepa correspondiente al consorcio (Imagen 2).
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Imagen 2. Siembra de macetas.

2.5 Monitoreo de crecimiento

Las macetas se regaron cada 48 horas con aproximadamente 130 mL para evitar la falta
de humedad. Al mismo tiempo se midi6 la altura de las plantas y el area de las hojas
cada 48 horas. Esto se realizé tomando una foto a la planta y una regla para después

ser procesadas en el software ImageTool 3 (Imagen 3).
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Imagen 3. Medicion de pardmetros de crecimiento.

2.6 Medicién de raices

Después de la evaluacion del crecimiento de las plantas, fueron cosechadas. Las raices
fueron lavadas con agua para eliminar el resto de suelo y se separaron cuidadosamente
para tomar una foto con la regla a un lado y medir la longitud total de raices por medio

del programa ImageTool 3 (Imagen 4).
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Imagen 4. Medicién de raices

2.7 Determinacién de metales

Las plantas se secaron a 70 °C por 72 horas. Posteriormente se trituraron con un mortero
y fueron sometidas a una digestion acida. Esta se realiz6 con aproximadamente 0.5g de
la muestra seca con 10 ml de una solucién compuesta por 2 mL de H202, 5 mL de HNO3
y 3 mL de HCI (Imagen 5). Terminada la digestion, el producto se filtr6 y fue recolectado
en matraces aforados de 50 ml para ser diluidos con agua destilada. Para analizar los
metales se realiz6 una curva de calibracién multielemental. Los estandares de referencia

empleados son de la marca Accu Trace™ y tienen una concentracién de 1000 ppm.
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Las lecturas de los metales presentes en las diferentes zonas de las plantas se midieron
por la técnica de espectrofotometria de absorcién atobmica basandose en el método 3052

de la EPA (US EPA, 1996) (imagen 6).

Imagen 5. Digestién acida.
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Imagen 6. Lectura de metales.

2.8 Analisis de los factores de translocacion, transferenciay bioacumulacién

El factor de translocacion se evalud de la siguiente manera:

27



En el caso de los factores de transferencia, de la siguiente manera:

FBh = Ch FBr =
" Csol "= Csol

De donde:

TF: Factor de translocacion

FBA: Factor de bioacumulacion

FBh: Factor de transferencia en parte aérea

FBr: Factor de transferencia en raices

Cr: Concentracion de metales en las raices

Ch: Concentracién de metales en la parte aérea

Csol: Concentraciéon de metales en la muestra de suelo

(Olguin y Sdnchez-Galvan, 2012).

2.9 Anélisis estadistico

Se evaluaron los parametros de altura de las plantas, area de hojas y longitud total de
raices, asi como las concentraciones de los metales a través de un analisis de varianza
(ANOVA) para detectar diferencias entre los tratamientos con respecto al testigo con un
nivel de significancia del 95%. Estos analisis se realizaron con el software GraphPad

Prism 9.

28



CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1 Crecimiento de las plantas

El tratamiento control presentd los mejores valores de crecimiento de Helianthus annuus,
mostrando una diferencia significativa para todas las evaluaciones realizadas de
desarrollo en comparacion con los demas tratamientos. Para el caso de los tratamientos
T1, T2y T3; en cuanto a la altura de las plantas (Grafico 1) y el area de las hojas (Grafico

2), no existio diferencia significativa (p < 0.05).

Altura

[~ S S S Sy
o N M O

Altura (cm)

Blanco Testigo Cc1 Cc2

O N B~ O ©

Tratamientos

Gréfico 1. Altura de las plantas

* Indica diferencias significativas
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Area de hojas

Blanco Testigo

Gréfico 2. Area de las hojas

* Indica diferencias significativas

Tratamiento

m

C1 C2

El analisis de las raices mostré que el tratamiento inoculado con el C2 presentd una

longitud total de raices significativamente mayor (p<0.05) en comparacion con testigo

(Gréfico 3). Esto se debe a que los consorcios de bacterias influyeron de manera positiva

promoviendo su desarrollo.
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Gréfico 3. Longitud total de raices.

* Indica diferencia significativa.

3.2 Concentracion de metales presentes en la muestra de Jal de mina
La caracterizacion de la muestra de suelo empleados en el experimento se realiz6 con
anterioridad por Mendoza Hernandez et al., 2016; donde las concentraciones totales de

los diferentes metales evaluados se muestran en la tabla 3.
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METAL CONCENTRACION EN SUELO

(mgKg™)

Cd 191.40 + 7.89
Cu 492.69 * 34.67
As 7889.53 + 23.54
Fe 4591.40 £ 9.98
Mn 917.93 + 23.45
Pb 2211.60 + 232.54
Cr 456.9 +8.43

Tabla 3. Concentracion de metales presentes en la muestra de jal de mina

3.3 Concentracién de metales en las plantas.

Las concentraciones de los metales en las plantas mostraron el siguiente orden
descendiente para los tres tratamientos: Fe > Mn > Pb > Cu > Cr > As > Cd. Se observo
una diferencia significativa (p<0.05) en comparacion con el testigo para los tratamientos

inoculados tanto en la parte aérea como en las raices.

La concentracion de Cd siguio el orden: C2 > C1 > T tanto en la raiz como en la parte
aérea presentando una diferencia significativa (p<0.05) en los tratamientos inoculados
en comparacién con el testigo. Ademas, la concentracién de Cd fue mayor en las raices

gue en la parte aérea para los tres tratamientos presentando valores de C2: 7.78 mgKg-
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1, C1:6.77 mgKg?, T: 6.29 mgKg en la parte aéreay C2: 26.44 mgKg, C1: 23.69 mgKg

L, T: 22.29 mgKg™ en raices (Gréfica 4).

Cd
30
26.44
23.69
% 22.29
o
20
£
S
2 15
©
5
g 10 7.78
£ 620 677 :
(@]
5 . .
0
Brotes Raiz

B Testigo mCl mC2

Gréfico 4. Concentracion de Cd

La concentracién de Cu siguié el orden: C2 > C1 > T en las raices y parte aérea. La
concentracion de Cu mostré diferencias significativas (p<0.05) en los tratamientos
inoculados en comparaciéon con el testigo. La acumulacién de Cu en las raices se vio
mayor que en la parte aérea presentando valores de C2: 70 mgKg, C1: 61.28 mgKg,
T: 50.2 mgKg* para la parte aérea, mientras que para las raices fue C2: 284.52 mgKg?,

C1: 266.16 mgKg?, T: 218.21 mgKg™. Como se muestra en el gréfico 5.
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Grafico 5. Concentracién de Cu

El grafico 6 muestra que la concentracion de As siguid el orden: C1 > T > C2 para la
parte aérea, mientras que para las raices fue: C1 > C2 > T. Se encontr0 diferencias
significativas (p<0.05) de la concentracion en los tratamientos inoculados comparados
con el testigo. La concentracion en las raices fue mayor en los tratamientos inoculados
en comparacion con la parte aérea presentando valores de C1: 41.98 mgKg, C2: 23.26

mgKg™ en la parte aérea y C1: 146.38 mgKg, C2: 135.71 mgKg™ para las raices.
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Gréfico 6. Concentraciéon de As

La concentracion de Fe en la parte aérea sigui6 el orden: C2 > C1 <T, mientras que para
las raices fue: C1 < C2 < T, presentando diferencias significativas (p<0.05) para los
tratamientos inoculados comparados con el testigo. La mayor concentracion de Fe se dio
en las raices de las plantas, principalmente del tratamiento inoculado con el C1 con
36,858.08 mgKg, seguido del C2 con 13299.58 mgKg™ y T con 7668.91 mgKg™. En la
parte aérea se encontraron valores mas bajos como 1935.63 mgKg™ para C2, 1612.4

mgKg™ para C1y 906.76 mgKg™ para T como se muestra en el gréafico 7.
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Gréfico 7. Concentraciéon de Fe

El orden que siguieron las concentraciones de Mn en las plantas fue: T > C2 > C1 para

la parte aéreay C1 > C2 > T para las raices.

Se obtuvo una diferencia significativa (p<0.05) de la concentracién de Mn en el testigo
en comparacion con los tratamientos inoculados en el caso de la parte aérea, mientras
gue en las raices, la inoculacion con los consorcios presenté diferencia significativa

(p<0.05) en comparacion con el testigo (Gréfico 8).

36



600

495.45
500
e 427.35 419.67
% 200 382.5
£ 337.01
S
-2 300 273.26
©
=]
c
3 200
C
o
o
100
0
Brotes Raiz

B Testigo mCl mC2

Gréfico 8. Concentracién de Mn

La concentracion de Pb en la parte aérea presento el siguiente orden: C2 > C1 > T,
mientras que en las raices fue: C2 > T > C1. Se encontrd diferencia significativa (p <
0.05) por parte de los tratamientos inoculados en comparacion con el T para el caso de
la parte aérea donde se obtuvieron concentraciones de 70.87 mgKg™ para C2, 43.59
mgKg? para C1y 27.84 mgKg™ para T. En cuanto a las raices, el C2 y T presentaron
diferencia significativa (p<0.05) en comparacién con C1. La concentraciéon en C2 fue
464.01 mgKg?, en T 420.4 mgKg?y C1 346.96 mgKg™. Lo que indica valores mas altos

en las raices (Gréfico 9).
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Gréfico 9. Concentracién de Pb

El orden de concentracion para Cr fue el siguiente: C1 > T > C2 para parte aéreay C2 >
C1 >T para las raices. En la parte aérea se presentd una diferencia significativa (p <
0.05) en la concentracion del C1 en comparacion con el C2y el T. Por su parte, en cuanto
alas raices el C2 y C1 presentaron diferencia significativa (p < 0.05) en comparacién con
el testigo. La mayor concentracion se llevé a cabo en las raices presentando valores de
226.31 mgKg™ para C2, 198.03 mgKg™ para C1y 154.78 mgKg™ para T. Mientras que
en la parte aérea fue de 50.14 mgKg™ en C1, 32.55 mgKg™ en Ty 23.266 mgKg? en C2

(Grafico 10).
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Gréfico 10. Concentracion de Cr

3.4 Factor de translocacioén

El factor de translocacion (FT) indica la capacidad de las plantas para transferir los
metales de las raices a la parte aérea. Los resultados del estudio presentaron valores de
translocacién relativamente bajos (FT < 1) lo que indica que la concentracion de los
metales fue superior en las raices (Wu et al., 2021). Mn y As presentaron un FT > 1 en
el testigo, sin embargo, en los tratamientos inoculados con C1l y C2 el factor de
translocacién disminuyo significativamente (p < 0.05) para As y Mn; en cuanto a Fe, este
solo con el C1. Por otro lado, ambos consorcios aumentaron significativamente el FT

para Pb. Los valores del FT se muestran en la tabla 4.

39



Cd Cu As Fe

Testigo 0.2821  0.23 4.637  0.1182

C1 0.2857 0.2302 0.286* 0.0437*

C2 0.2942 0.2460 0.171* 0.1455
Tabla 4. Factor de translocacion

* Indica diferencia significativa

3.5 Factor de bioacumulacién

Mn

Pb Cr

1.2680 0.0662 0.2102

0.5515* 0.1256* 0.2531

0.9114* 0.1527* 0.28

El factor de bioacumulacién (FBA) indica la capacidad de las plantas para acumular los

metales en su biomasa. Con base en esto, Helianthus annuus puede ser considerada

como hiperacumuladora Uunicamente para Fe (FBA > 1) (Covarrubias y Pefia, 2017).

La inoculacién con los dos consorcios presenté una diferencia significativa (p < 0.05)

para Fe, As y Cr en comparacion con el testigo (Tab

Cd Cu As Fe
Testigo 0.1493 0.5447 0.0045 1.8677
C1 0.1591 0.6645 0.0238* 8.3788*
C2 0.1787 0.7195 0.0201* 3.3182*

Tabla 5. Factores de bioacumulacion

* Indica diferencia significativa

la 5).

Mn
0.1664
0.1674

0.1747

Pb Cr

0.2026  0.1400

0.1765 0.5431*

0.2418 0.634 *
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3.6 Factores de transferencia.
Los factores de transferencia en la parte aérea y los de transferencia en la raiz se

muestran en la tabla 6 y 7 respectivamente.

Cd Cu As Fe Mn Pb Cr
C1 0.0353 0.1243 0.0053 0.3511* 0.2976 0.0197 0.1097*
C2 0.0084 * 0.1420 0.0029 0.4215* 0.4166 0.0320 0.1387*

Tabla 6. Factores de transferencia en la parte aérea

* Indica diferencia significativa

Cd Cu As Fe Mn Pb Cr
C1 0.1237 0.5402 0.0185* 8.0276* 0.5397 0.1568 0.4334
C2 0.1381 0.5774 0.0172* 2.8966* 0.4571 0.2098 0.4953

Tabla 7. Factores de transferencia en la raiz

* Indica diferencia significativa

Los ordenes del factor de transferencia para parte aérea y raiz en cada tratamiento se
muestran en la tabla 8. Estos resultados indican que la transferencia de los metales a las
diferentes zonas de las plantas varia dependiendo de los metales y del consorcio.
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La transferencia de Fe y As en las raices de los tratamientos inoculados con ambos
consorcios incrementaron significativamente (p < 0.05) en comparacion con el testigo;
como sucedi6 para Fe y Cr en la parte aérea. Por otro lado, el C2 disminuyo el factor de

transferencia significativamente (p > 0.05) en la parte aérea para el Cd.

Factor de trasferencia en parte aérea | Factor de transferencia en raiz

Testigo Mn>Fe>Cu>Cr>Cd>Pb>As Fe>Cu>Mn>Cr>Pb>Cd>As.
C1 Fe>Mn>Cu>Cr>Cd>Pb>As Fe >Cu>Mn>Cr>Pb>Cd>As.
Cc2 Fe>Mn>Cu>Cr>Pb>Cd>As Fe>Cu>Cr>Mn>Pd>Cd>As

Tabla 8. Orden decreciente de los factores de transferencia.

DISCUSION DE RESULTADOS
Los resultados de las evaluaciones a las concentraciones de los metales pesados
presentes en la muestra de jal de mina como Pb y As superan a las concentraciones de
referencia totales por tipo de uso de suelo indicadas en la NOM-147-SEMARNAT/SSA-
2004; donde establece que se debe llevar a cabo la remediacion del sitio cuando el
analisis del suelo presente concentraciones superiores a las concentraciones de
referencia. De los metales evaluados, la norma contempla Pb, Cr, As y Cd sin embargo,

no establece concentraciones de referencia totales para Cu, Fe y Mn.

En el estudio realizado se observé que las plantas de Helianthus annuus mostraron una

altura y area de hojas ligeramente mayor en los tratamientos inoculados con los
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consorcios que en el testigo, sin presentar diferencia significativa (p<0.05). Por otra parte,
el tratamiento inoculado con el C2 mostré una diferencia significativa (p<0.05) en la
longitud total de las raices con respecto al testigo, lo que tiene concordancia con lo
informado por Mendoza-Hernandez et al., (2017), donde se evalu6 el desempefio de las
cepas inoculadas en diferentes especies vegetales. Estos ensayos se realizaron
inoculando solo una cepa obteniendo que Serratia K120, Serratia Mc119, Escherichia
N16, Enterobacter K131, Klebsiella Mc173 y Enterobacter N9 mostraron diferencias
significativas en la longitud de raices con respecto al testigo sin inocular, sin embrago,
no se presentd una diferencia significativa en la altura de las plantas de Helianthus

annuus y Cucurbitapepo (calabaza).

Helianthus annuus se comporté como una especie hiperacumuladora Unicamente para
Fe ya que su valor de bioacumulacion fue >1, no obstante, incrementd significativamente
con la inoculacion de los consorcios. La bioacumulacién de los metales pesados en las
plantas sigui6 el orden: Fe > Mn > Pb > Cu > Cr > As > Cd. Las concentraciones fueron
superiores en la zona de las raices y menores en la parte aérea pues los valores de FT
fueron bajos. Contrario a lo que se demostré6 por Garcia-Conde et al. (2015) donde
evaluaron el desempefio de Helianthus annuus para la absorcion y translocacion de Cu
y Pb encontrando que la planta es capaz de acumular los metales en la parte aérea
presentando un alto valor de translocacion, contrario al efecto que se produjo con la

inoculacion de los consorcios en este ensayo.

La morfologia de las raices es un factor importante para la tolerancia y acumulacién de
metales ya que las raices de las plantas son las primeras en interaccionar con los metales

del suelo. (Wei et al., 2012). Los consorcios pudieron impactar en la acumulacion de
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metales por la longitud y tamafio de la raiz lo que aumenta la capacidad de la planta para
absorber metales pesados en sus raices (Ullah et al., 2022). Con base en esto,
Thongnok et al., (2021) evaluaron el desarrollo de plantas de arroz en presencia de As,
reportando que durante el periodo inicial el As no acumula altas concentraciones en las
raices lo que permite a las plantas seguir creciendo mientras se adaptan a la toxicidad
aumentando la elongacion radicular. Sin embargo, la exposicion a largo plazo al As

resulté en una acumulaciéon de As en las raices.

Por otro lado, diferentes géneros como Enterobacter y Klebsiella han sido evaluados para
sistemas de remediacién de sitios contaminados con metales pesados donde el
desempefio de géneros como Enterobacter y Klebsiella fue eficaz para la
biorremediacion de Cd y Pb debio a la sorcién de los metales, donde la eficiencia puede
verse sumamente influenciada por la adicion de una fuente de carbono. Ademas,
Klebsiella ha demostrado tener un papel importante en sistemas de fitorremediacién al
disminuir el pH solubilizando mas los metales (Oziegbe et al., 2021; Huaringa et al., 2017,

Carpio et al., 2016).

Por su parte, Ullah et al., 2022, demostraron que la inoculacién a plantas de arroz con
Serratia sp y Klepsiella sp ayudaron en la tolerancia a diferentes concentraciones de Cd
mejorando el crecimiento de plantas de arroz y promovieron significativamente (p < 0.05)
la translocacion de Cd en comparacion con las plantas no inoculadas. Las bacterias
inoculadas en dicho experimento fueron por separado, a diferencia de lo que se realizo
en este experimento, sin embargo, los resultados tienen similitud en cuanto a la influencia

de las bacterias en la promocién de la tolerancia y desarrollo de las plantas, no obstante,
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contradice los resultados en cuanto al el incremento significativo en la translocacion de
Cd. Esto indica que la inoculacién con los consorcios puede afectar en la translocacion

de metales.

Para el factor de translocacion en Mn y As, el tratamiento sin inocular presentaba valores
>1, sin embargo, al ser inoculado con las bacterias, este se veia disminuido
significativamente (p < 0.05) debido probablemente a la produccion de sideréforos por
parte de las cepas Escherichia N16, Enterobacter N9 y Enterobacter K131 (Mendoza-

Hernandez et al., 2017).

CONCLUSIONES

e La inoculacién de Helianthius annuus por el C2 promovié el desarrollo de raices
significativamente (p<0.05) en comparacion con el testigo.

e Lainoculacién con el C1y C2 disminuyeron el FT de As, Mny Pb (p < 0.05).

e EIC1y C2incrementaron significativamente (p < 0.05) el factor de bioacumulacion
de As, Fe y Cr.

e Helianthus annuus se comporta como planta hiperacumuladora para Fe. Sin
embargo, la acumulacién puede aumentar significativamente (p < 0.05) al ser
inoculada con el C1 y C2 respectivamente.

e Los resultados de este ensayo tienen el potencial de impactar positivamente en
los objetivos de desarrollo sostenible de la ONU al abordar problemas ambientales
y sociales criticos ayudando a reducir la contaminacion del suelo y del agua,

promover la seguridad alimentaria y la salud humana.
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