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RESUMEN

Los procesos de degradacion del suelo son un fendmeno presente en todo el
mundo. La degradacion quimica es la mayor afeccion en el pais, y en este tipo de
degradacion esta la contaminacion por metales pesados. El objetivo del presente
trabajo fue evaluar la fitoextraccion de Cd de Nicotiana glauca en simbiosis con
diferentes rizobacterias aisladas de jales mineros. En la zona minera de Maconi,
Querétaro, se muestrearon suelo y semillas de N. glauca. Se obtuvieron aislados,
se determino la tolerancia a Cd por espectroscopia UV/VIS e identifico las bacterias
a molecularmente. Se establecié la concentracion maxima de Cd en suelo para N.
glauca. Se evaluo la relacién simbidtica planta-bacteria en in vitro, y luego, planta-
bacteria en in vivo expuestas al Cd. Se cuantifico el metal por absorcion atdbmica en
hojas, tallos, raices y suelo. Por ultimo, se hizo un conteo bacteriano. Se aislaron
25 colonias bacterianas, se seleccionaron colonias con tolerancia a Cd, se
descartaron las bacterias Gram — y se tomaron las que resultaron Gram +, siendo
estas, Arthrobacter aurescens, Arthrobacter ilicis y Bacillus simplex. La tolerancia
de N. glauca al Cd fue de 200 mg de Cd/Kg de suelo, por lo que se estableci6 esa
concentracion para la siguiente fase experimental. En cuanto a la prueba en in vitro,
el consorcio presentd una diferencia significativa con respecto al blanco con una
longitud de raiz 60% mayor, mostrando favorecer el crecimiento de la planta.
Durante la prueba en in vivo, el consorcio, presenté una diferencia significativa
respecto al control con Cd, alcanzando una altura promedio de 26.83 cm. Por ultimo,
la extraccion mas alta por la planta fue del 27.43 % de Cd en asociacion con B.
Simplex con una diferencia significativa con respecto a los demas tratamientos, y el
conteo final bacteriano, sefialé un promedio de 4.88x10% UFC/g para el consorcio
con una diferencia significativa con respecto a los otros tratamientos. Con esto se
concluye que hubo un incremento en la capacidad extractiva de N. glauca mediante
la relacion simbibtica planta-bacteria en concentraciones altas de cadmio,
ofreciendo una alternativa mas eficaz de fitorremediacion en suelos contaminados
que las estrategias habituales.

Palabras Clave: Fitorremediacion, hiperacumulacion, simbiosis.

Declaro que los datos propios obtenidos en esta investigacion fueron generados durante
el desarrollo de mi trabajo de tesis de forma ética y que reporto detalles necesarios para
que los resultados de esta tesis sean reproducibles en eventuales investigaciones
futuras.

Finalmente, este manuscrito de tesis es un trabajo original en el cual se declard y dio
reconocimiento a cualquier colaboracion o cita textual presentadas en el documento.
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SUMMARY

Soil degradation processes are a phenomenon present throughout the world.
Chemical degradation is the greatest condition in the country, and in this type of
degradation is contamination by heavy metals. The objective of this study was to
evaluate the phytoextraction of Cd from Nicotiana glauca in symbiosis with different
rhizobacteria isolated from mining tailings. In the mining area of Maconi, Querétaro,
soil and seeds of N. glauca were sampled. Isolates were obtained, tolerance to Cd
was determined by UV/VIS spectroscopy and the bacteria were molecularly
identified. The maximum concentration of Cd in soil for N. glauca was established.
The plant-bacteria symbiotic relationship was evaluated in vitro, and then plant-
bacteria in vivo exposed to Cd. The metal was quantified by atomic absorption in
leaves, stems, roots and soil. Finally, a bacterial count was made. Twenty-five
bacterial colonies were isolated, colonies with tolerance to Cd were selected, Gram
- bacteria were discarded and those that were Gram + were taken, these being
Arthrobacter aurescens, Arthrobacter ilicis and Bacillus simplex. The tolerance of N.
glauca to Cd was 200 mg of Cd/Kg of soil, so that concentration was established for
the next experimental phase. Regarding the in vitro test, the consortium presented
a significant difference with respect to the white with a 60% greater root length,
showing to favor the growth of the plant. During the in vivo test, the consortium
presented a significant difference with respect to the control with Cd, reaching an
average height of 26.83 cm. Finally, the highest extraction by the plant was 27.43%
of Cd in association with B. Simplex with a significant difference with respect to the
other treatments, and the final bacterial count indicated an average of 4.88x108
CFUl/g for the consortium with a significant difference with respect to the other
treatments. With this, it is concluded that there was an increase in the extractive
capacity of N. glauca through the plant-bacteria symbiotic relationship in high
concentrations of cadmium, offering a more effective alternative for
phytoremediation in contaminated soils than the usual strategies.

Keywords: Phytoremediation, hyperaccumulation, symbiosis.



73
74

75
76



77
78

79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93

94
95
96
97
98
99
100
101
102
103

104
105
106
107

I. INTRODUCCION

El suelo es un componente esencial de los ecosistemas terrestres,
su condicion de interfaz lo convierte en un medio receptor de una variedad
de contaminantes que tienden a acumularse en éste (INECC, 2007). Como
consecuencia de varios siglos de actividad minera y agricola en México, se
han producido cantidades excesivas y muy dificiles de cuantificar de
residuos peligrosos en el suelo (NOM-147, 2007). De acuerdo con datos
publicados por el INEGI (2010), la superficie de suelo degradado por
causas de contaminacion en 2005 fue de 25,967 km? en la Republica
mexicana, y EI Programa Nacional de Remediacion de Sitios
Contaminados publicado en 2016 sefialé que en el periodo de 2003 a 2009
se registraron 297 sitios considerados como pasivos ambientales
abandonados, sefalando que una de las principales causas de la
contaminacion ha sido la disposicion histérica de residuos mineros
(SEMARNAT, 2016).

Entre los principales contaminantes en los suelos de diversas partes
del mundo, incluido México, estan los metales pesados, que se definen
como un grupo de elementos quimicos (metales o metaloides) de alto peso
molecular y densidad mayor a 6 g/mL, como el arsénico, cadmio, cobre,
cromo, mercurio, plata, plomo, y zinc (Dhanker et al., 2012; Kushwaha et
al., 2019). Los niveles excesivos de estos en el suelo generan graves
problemas ambientales debido a su baja solubilidad y bioacumulacion. A
Su vez, éstos constituyen una preocupacion critica para la salud humana
por ser carcindbgenos y mutagénicos (Sheoran et al., 2008; Mahbub et al.,
2017).

El cadmio (Cd) destaca en este grupo por su elevada toxicidad y su
larga vida media, caracteristicas que hace al metal mas disponible y
propenso a acumularse en los seres vivos (Capd, 2007; Detmann et al.,

2012), ademas de ser una de las 20 sustancias mas peligrosas para la
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salud humana (ATSDR, 2012). Las concentraciones totales de Cd en suelo
oscilan entre 0.1 y 1 mg/Kg de suelo, y aunque no se conoce una
concentracion media aproximada de Cd en suelos mexicanos, un ejemplo
de esto es que, actualmente en el Estado de Querétaro en el Municipio de
Cadereyta de Montes, en la zona minera de Maconi, las concentraciones
de metales pesados en los jales representan un riesgo para el ambiente y

la poblacion (Santos, 2013).

Ahora bien, las concentraciones de referencia totales (CRT) para el
Cd establecidas por La Secretaria de Medio Ambiente y Recursos
Naturales y la Secretaria de Salud para uso agricola, residencial o
comercial es de 37 mg/Kg de suelo, mientras que para uso industrial es de
450 mg/Kg (NOM-147, 2007). La remediacién de suelos es compleja y las
estrategias pueden variar ampliamente, sin embargo, un método alternativo
es la fitorremediacion, técnica que utiliza plantas para remover, transferir,
estabilizar, concentrar y/o destruir contaminantes, los mecanismos de
fitorremediacibn enfocados a metales pesados son la fitoextraccion,

fitoestabilizacion vy fitovolatilizacion (Jutsz et al., 2015).

La fitoextraccion implica la absorcibn y el movimiento de
contaminantes metdlicos en el suelo a través del sistema vascular de las
plantas partiendo de las raices hacia la biomasa aérea, las especies de
plantas mas utilizadas son las hiperacumuladoras, estas se encuentran en
suelos metaliferos, estan muy extendidas en todo el mundo y constituyen
una parte integral de la biodiversidad (Reeves y Baker, 2000; Jutsz et al.,
2015). Nicotiana glauca es una planta perenne perteneciente a la familia
Solanaceae, presente en sitios de eliminacion de residuos sélidos
industriales, agricolas y mineros, Oz Barazani (2004) encontré que esta
especie fue capaz de almacenar mas de 50 mg por Kg de Cd en suelo

proveniente de jales mineros de la Unidn de Murcia.
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Por otro lado, entre la diversidad de microorganismos del suelo se
encuentran las rizobacterias promotoras del crecimiento de plantas PGPR
(Plant Growth Promoting Rhizobacteria), la mayoria de estas toleran
naturalmente los contaminantes metalicos (Sarwar et al., 2017), ademas
de ejercer efectos benéficos en las plantas a través mecanismos directos e
indirectos para la promocién del crecimiento vegetal. En la promocion
directa, las bacterias sintetizan metabolitos que facilita a las plantas, la
toma de ciertos nutrientes del suelo, mientras que el mecanismo indirecto
se lleva a cabo cuando las PGPR disminuyen o previenen la entrada
fitopatdgenos por control biolégico (Ullah et al., 2015).

El uso de PGPR es para mejorar el crecimiento de especies de
plantas hiperacumuladoras ya que, han demostrado ser capaces de
mejorar la capacidad de acumulacion de metales al aumentar la solubilidad
y aliviar las plantas contra las tensiones, entre los géneros y las cepas
bacterianas PGPR conocidas que se sabe que mejoran la eficiencia de
plantas hiperacumuladoras para la absorcibn de Cd se encuentran:
Variovorax paradoxus, Flavobacterium sp., Burkholderia cepacia, Bacillus
licheniformis, B. biosubtyl, B. thurnigiensis, B. megaterium, Pseudomonas
putida, Rhodococcus erythropolis, Serratia marcescens, Cedecea davisae,
S. nematodiphila, B. sp. SLS18, Micrococcus sp. MU1, Klebsiella sp. BAM1,
Rhizobium sp. (Saeed et al., 2018).

Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo es evaluar la
capacidad de extraccion de cadmio en suelo empleando plantas de

Nicotiana glauca inoculadas con rizobacterias de suelos contaminados.
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[Il. ANTECEDENTES

Metales pesados en suelo

Los metales pesados es un conjunto de elementos quimicos que comprenden
principalmente metales de transicidon, algunos semimetales, lantanidos y actinidos
de alto peso molecular y densidad mayor a 6 g/mL. La concentracion mas alta de
metales pesados en suelo se encuentra en la superficie, a una profundidad de 5
cm, la cantidad de estos se encuentra limitada al intercambio iGnico, procesos de
adsorcion, intercambio de cationes y quelaciones, sin embargo, todo esto depende
del pH, la cantidad de materia orgénica, el potencial redox y la presencia de arcillas
en el suelo. Debido a su toxicidad, su movilidad y su capacidad para permanecer
en el ambiente un largo periodo de tiempo, cinco metales pesados son

considerados como prioritarios: As, Cd, Cr, Hg y Pb (Jan et al., 2014).

Cadmio en suelo

La transicion del cadmio (Cd) en diferentes fases se explica por el ciclo genérico
del metal traza, una vez que el Cd se extrae de los embalses profundos en la tierra
a través de la erupcién volcanica o la mineria, se transporta entre la atmésfera, el
agua superficial, el agua subterranea y la capa superficial del suelo (Mason, 2013),
aunque el Cd existe en el aire, el agua y el suelo solo en cantidades minimas, el
metal es bioacumulativo (Dziubanek et al., 2015). No es un elemento esencial para
las plantas y la concentracion en suelo aumenta progresivamente debido a
actividades antropogénicas, tales como la mineria, fundicién y aleacion de metales,
uso de fertilizantes fosfatados, quema de combustibles fosiles, fabricacién de
electrénicos, baterias, aerosoles, pigmentos y plasticos, asi como la gestion de
residuos (Kabata—Pendias y Murkherjee, 2007; Liu et al., 2015).

Los sintomas de la intoxicacion tipicos por Cd son: dafio renal, osteoporosis y
efectos carcindgenos, la dosis letal en la dieta humana va de 15 a 9.8 g/dia y los
niveles de contaminacion maximos (NCM) son de 0.01 g/L todos estos establecidos
por la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (USEPA) referentes
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a Cd (Caviedes Rubio et al., 2015). EI Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en
Aditivos Alimentarios (JECFA) establecié en 2010 que, el valor de ingesta maxima

tolerable mensual para el cadmio de 25 pug/Kg de peso.

Propiedades del Cadmio en suelo

El cadmio es un elemento perteneciente al grupo 12 de la tabla periédica, a la par
del mercurio y el zinc. El metal puro es blando, ductil y maleable, de color plateado
claro. Al ser calentado se combina con oxigeno, azufre, fosforo y halégenos, y es
facilmente disuelto por acidos (Greenwood y Earnshow, 2012). En el medio natural
el cadmio se encuentra con valencia 2+, por lo que en solucion forma especies
quimicas tales como CdCI*, CdOH*, CdHCOzs*, CdCls -, CdCls %, Cd(OH)3 - y
Cd(OH)4 % y quelatos organicos (Kabata-Pendias, 2000; Biicker-Neto et al., 2017).

Investigaciones realizadas acerca de la movilidad del cadmio en este medio han
reportado que en todos los suelos la dindmica del metal esta afectada
principalmente por el pH y en cuanto a los suelos acidos, el cadmio se intercambia
facilmente, lo que lo hace disponible para las plantas, mientras que, la naturaleza
de las superficies de adsorcion y de los ligandos organicos es también importante
(Kabata-Pendias, 2000; Sangthong et al., 2016).

Técnicas de remocién de Cadmio en suelo

Las propiedades del suelo, principalmente las quimicas, juegan un papel crucial en
la reduccién o aumento de la toxicidad de los metales (Krumova et al., 2016).
Debido a la repercusiéon ambiental de la acumulacion de cadmio en el suelo, los
principales tratamientos utilizados incluyen métodos como la recuperacion,
floculacion, intercambio idnico, nanofiltraciéon, por mencionar algunos, asi como
métodos fisicoquimicos como lavado de suelos, estabilizacion, extraccion,
inmovilizacion, entre otros. Estos métodos, incluso si son efectivos, son
generalmente costosos ya que requieren de una alta energia y sustancias

quimicas, ademas de generar productos finales nocivos (Kang et al., 2016).
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Fitorremediacion

Es una técnica que usa plantas para remover, transferir, estabilizar, concentrar y/o
destruir contaminantes (organicos e inorganicos) en suelos, lodos y sedimentos,
este proceso puede aplicarse en in situ o en ex situ. Los mecanismos de
fitorremediacion enfocados a metales pesados, incluido el Cd, son: fitoextraccion,
fitoestabilizacion y fitovolatilizacion (Wan et al., 2016).

e Fitoextraccion, los contaminantes se absorben por las raices y luego, son
traslocados y/o acumulados en tallos y hojas.

e Fitoestabilizacion, las plantas condicionan la movilidad y biodisponibilidad de
los contaminantes en el suelo, debido a la produccién de quimicos en las
raices, ya que pueden adsorber y/o formar complejos con los contaminantes,
inmovilizandolos en la interfase raices-suelo.

e Fitovolatilizacion: Se basa en la transferencia de contaminantes del suelo o
agua hacia la atmdsfera. la planta capta, modifica el contaminante y lo libera

a la atmdsfera como transpiracion (Hammer et al., 2003; Ma et al., 2016).

Las principales limitaciones con respecto a los procesos de fitoextraccion es la
biodisponibilidad del metal objetivo y la capacidad de las plantas para acumular el
Cd dentro de la biomasa aérea (Raskin y Ensley, 2000; Jutsz et al., 2015).
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Fitoextraccion

La fitoextraccion implica la absorcion y el movimiento de contaminantes metélicos
en el suelo a través de las plantas partiendo de las raices hacia la biomasa aérea,
segun el mecanismo de hiperacumulacion (Jutsz et al., 2015). Las plantas
hiperacumuladoras absorben metales en grandes cantidades de suelos
contaminados, luego los transportan y los acumulan en 6rganos sobre el suelo a
concentraciones de 100 a 1000 veces mas altas que las que se encuentran en
especies no hiperacumuladoras sin sufrir aparente efecto fitotoxico (Jabeen et al.,
2009; Rascio y Navarilzzo, 2011). Por lo tanto, son muy adecuadas para la

fitorremediacion.

Van der Ent (2013) dio los siguientes criterios para plantas hiperacumuladoras
basadas en concentraciones de metales en follaje seco: Cd 100, Co, Cu, Cr 300,
Pb, Ni 1000, Zn 3000 y Mn (ug por g respectivamente). Con base en estos criterios,
alrededor de 500 taxones han sido identificados como hiperacumuladores de
algunos metales y los populares son representantes de las siguientes familias:
Asteraceae, Brassicaceae, Caryophylaceae, Cunouniaceae, Cyperaceae,
Euphorbiaceae, Fabaceae, Flacourtiaceae, Lamiaceae, Solanaceae, Poaceae y
Violaceae (Reeves, 2006; Rascio y Navarilzzo, 2011; Van der Ent et al., 2013).

Los nimeros de taxones hiperacumulativos de metales han ido aumentando, sin
embargo, son pocos los estudios realizados con plantas adaptadas a las zonas
aridas en la fitoextraccion de metales pesados; a pesar de que la region arida y
semiarida comprende aproximadamente 103 millones de hectéreas, es decir el 52%
de la superficie continental de México, en estas regiones existe un reservorio

natural de plantas con un potencial poco estudiado (Bolan et al., 2014).
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Estas plantas son Unicas debido a las siguientes caracteristicas: (1) poseen la
capacidad de absorber cantidades elevadas de metales pesados del suelo (2) son
capaces de una mayor translocacion de iones metalicos de raiz a brote; (3) tienen
mecanismos para desintoxicar y secuestrar cantidades extremadamente grandes
de metales pesados en los brotes (Rascio y Navarilzzo, 2011) (4) pueden crecer

rapidamente; y (5) poseen un sistema de raiz profuso (Jabeen et al., 2009).

Cabe destacar que el sitio de acumulacién de estos metales pesados difiere de una
planta a otra, asi como segun el tipo de suelo presente en un sitio contaminado y
el grado de la contaminacién por metales, determina la velocidad a la que las
plantas hiperacumuladoras pueden remediar ese sitio (Sarwar et al., 2017). Chan y
Hale (2004) reportaron que el Cd se bioacumula en la raiz y sélo una pequefia
cantidad es traslocada a la parte aérea de la planta, concentrandose en orden

decreciente en raiz, tallo, hoja, fruto y semilla.

Nicotiana glauca

También conocida como palan palan, alamillo o tabaquillo. Es una especie nativa que
se distribuye en todo el pais, principalmente en zonas aridas, como especie ruderal. Los
parches de propagaciéon de N. glauca se han identificado en paises sudamericanos con
una amplia distribucién en el continente, la informacién taxondémica se presenta en el
cuadro 1. Esta planta perenne se encuentra en sitios de eliminacion de residuos sélidos

industriales, agricolas y mineros, es nitrofila y crece hasta altitudes de 3700 msnm

(Nattero et al., 2010).

En estudios como planta fitorremediadora, N. glauca, ha presentado buenos resultados,
por ejemplo, se ha experimentado en suelo extraido de la regién minera de La Union de

Murcia con una concentracion de 50 + 6.4 mg de Cd/Kg de suelo, acumul6é en seis

meses, 8 £ 0.6, el 16 % del cadmio que habia en el terreno.



302

303 Cuadro 1. Taxonomia de N. glauca (Nattero et al., 2010)

Taxonomia

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida

Subclase Asteridae

Orden Solanales
Familia Solanaceae
Genero Nicotiana
Especie Nicotiana glauca

304

305 Microorganismos rizosféricos

306 La rizosfera es un microsistema complejo localizado en las raices de las plantas,
307 constituido por una gran biodiversidad que incluye: bacterias, hongos y algas, ademas
308 de, protozoos, nematodos e insectos, y a través de los exudados se pueden dar diversas
309 relaciones microorganismo-raiz que afectan el crecimiento y desarrollo de las plantas.
310 Estos procesos de detoxificacion dependen de la micro y mesofauna de la rizésfera, asi
311 como de las caracteristicas de la planta huésped, propiedades del suelo y condiciones
312 ambientales (Ullah et al., 2015).

313

314 Los microorganismos se dispersan segun las condiciones ambientales y la disponibilidad
315 de alimento, en los primeros centimetros del suelo existe mayor cantidad de restos
316 organicos y oxigeno, por lo que alli se dispone la mayor cantidad de organismos con
317 metabolismos aerdbicos (Ullah et al., 2015). En el cuadro 2 se presenta la distribucién

318 de grupos microbianos en el perfil del suelo.

319
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Cuadro 2.

Distribucion de grupos microbianos en el perfil del suelo (Glick,

2010)
Horizonte | Cm Bacterias Bacterias Actinomycetes Hongos Algas Protozoos
aerobias anaerobias
Ao 0-10 1116915 1 000 11335 303 000 500 640
A1 1o-12 1111 000 70000 16 000 165000 | 5000 320
Az 12-20 317 640 181 000 11950 77 500 100 40
B 20-40 19 750 700 000 7 250 14 740 100 10
C o 463 10 000 197 1850 0 0

El aislamiento y la aplicacion de poblaciones microbianas para la remediacion de
metales pesados del suelo ha atraido a varios investigadores, y las rizobacterias,
bacterias capaces de interactuar con las raices de las plantas, han sido objeto de
atencioén particular (Akcil et al., 2015). Las rizobacterias de las plantas son capaces de
generar varios mecanismos por los cuales afectan positivamente su crecimiento y
desarrollo (Tirry et al., 2018).

Los estudios informados, que abarcan un rango de diferentes plantas, metales, suelos y
bacterias, sefialan que el efecto de agregar la bacteria es tipicamente para facilitar el
crecimiento de las plantas, en el cuadro 3 se presentan algunos ejemplos, aun con la
serie de trabajos realizados existe una creciente necesidad de encontrar nuevos
recursos microbianos que puedan ayudar a mejorar el crecimiento y el rendimiento de
las plantas en suelos contaminados (Aafi et al., 2012; Yang et al., 2012; Sarwar et al.,
2017).

Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR)

La mayoria de las bacterias rizosféricas toleran naturalmente los contaminantes
ambientales, por lo tanto, se usan en fitorremediacion para eliminar contaminantes

inorganicos como metales pesados, ademas, algunas rizobacterias PGP tienen la
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capacidad de disminuir el nivel de etileno en las plantas, lo que aumenta el crecimiento
de la planta, esto se atribuye a la ACC (1-aminociclopropano-1-carboxilato) desaminasa,

que hidroliza ACC, el precursor biosintético del etileno en las plantas (Ullah et al., 2015).

Dado que muchas bacterias promotoras del crecimiento de las plantas poseen varias de
estas caracteristicas, una bacteria puede utilizar diferentes mecanismos en varios
momentos durante el ciclo de vida de la planta (Wang et al., 2019).Estas PGPR
estimulan el crecimiento y desarrollo de la planta por mecanismos directos o indirectos
(Bhattacharyya y Jha, 2012). Los mecanismos directos incluyen produccion de
sideroforos, solubilizacion de fosfato y sintesis de 1-aminociclopropano-1-carboxilato
desaminasa que permiten que la planta resista condiciones de estrés abidtico al reducir
los niveles de etileno y mejorar produccion de hormonas de crecimiento vegetal
(Bhattacharyya y Jha, 2012; Ahemad y Kibret, 2014); mientras que el mecanismo
indirecto de promocién del crecimiento implica que las PGPR actlien como agentes de
biocontrol y desintoxican sustancias nocivas como los metales pesados y pesticidas
(Glick, 2012; Thiem et al., 2018).

Las PGPR podrian ser rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas
extracelulares (ePGPR) o rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas
intracelulares (iPGPR) dependiendo del nivel de interaccién con las células de la raiz de
la planta huésped (Martinez-Viveros et al., 2010; Ramadan et al., 2016). La mayoria de
estos géneros bacterianos son ePGPR e incluyen: Agrobacterium, Arthrobacter
Azospirillium, Azotobacter, Caulobacter, Chromobacterium, Erwinia, Flavobacterium,

Micrococcus, Pseudomonas y Serratia (Bhattacharyya y Jha, 2012; Jing et al., 2014).

Cuadro 3. Combinaciones de plantas y bacterias en diversos estudios de
fitorremediacion de metales.

Bacteria Planta Metal Efecto/Mecanismo Referencia
Variovorax paradoxus, Belimov
Rhodoccus sp., Mostaza Aumento de la longitud de la raiz; etal.,

Flavobacterium sp. india Cadmio IAA, siderdforos, ACC desaminasa 2005
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Graminace Cadmio, Dell'Amic
ae zinc, oetal,
Rhizosphere bacteria gramineas niquel AA, sideréforos, ACC desaminasa 2005

Aumento de la absorcion de cadmio Wu et al.,

P. putida Girasol Cadmio y disminucion de la toxicidad 2006
Aumento de la biomasa, absorcién
Sedum Cadmio, de metales y translocacidon de metal Lietal.,
Burkholderia cepacia alfredii zinc a brotes 2007
Selenio,
Bacillus licheniformis, B. Mostaza cadmio, Hussein et
biosubtyl, B. thurnigiensis india cromo Aumento de la absorcion de metales al., 2008
Salix Cdmio, Aumento de la absorcion de metales; Kuffner et
10 diferentes rizobacterias caprea zinc IAA, sideréforos, ACC desaminasa al., 2008

Mecanismos de accion de PGPRs

Las PGPR aumentan significativamente la disponibilidad de metales pesados en el suelo
mediante una diversidad de métodos que van desde quimicos hasta biolégicos y
bioquimicos. Esta disponibilidad aumenta mediante la secrecién de diferentes
compuestos Yy el establecimiento de una relacion simbidtica planta-microbio o microbio-
microbio (Jalili et al., 2009; Gamalero et al.,, 2009). Ademas de aumentar la
biodisponibilidad, estos PGPR también aceleran la absorcion de metales pesados por
las plantas (Gupta et al., 2014).

Entre las bacterias de la rizosfera, las PGPR estan directamente involucradas en la
absorcion de metales al catalizar la movilidad del metal por la produccion de
biosuractantes, acidos organicos, reacciones redox, produccion de fitohormonas, liberar
agentes quelantes y alterar el pH del suelo (Lasat 2002; Khan et al., 2009; Wenzel, 2009;
Rajkumar et al., 2010; Ma et al., 2011).

En ambientes hostiles a los metales, las PGPR facilitan la planta de dos maneras, es
decir, mediante la actividad desaminasa de 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC)

para reducir el estrés por etileno, lo que permite que la planta establezca raices mas
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largas, especialmente durante las primeras etapas de crecimiento, lo que resulta en una
mayor biomasa de las plantas que se estan cultivando. un requisito previo para que las
plantas se utilicen como hiperacumuladores (Pandey et al., 2013). En segundo lugar, los
PGPR liberan sideréforos, que son compuestos complejantes del hierro que ayudan a
las plantas a obtener mas hierro de los habitats contaminados por metales (Burd et al.,
2000; Rajkumar et al., 2010).

Un consorcio adecuado de PGPR y la cubierta vegetal, influyen de manera importante
en la movilidad y absorcion de metales pesados. Noccaea caerulescens, un
hiperacumulador de Zn, Cd y Ni, acumulé una concentracion de Zn cuatro veces mayor
en sus brotes cuando se inoculd6 el consorcio de Microbacterium saperdae,
Pseudomonas monteilii y Enterobacter cancerogenes en comparacion con las plantas de
control inoculadas con cualquiera de las cepas individuales (Whiting et al., 2001). Los
sistemas integrados de fitorremediacion han demostrado ser es una tecnologia mas
rapida y segura para remediar sitios contaminados con metales (Guarino y Sciarrillo,
2017).
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Il HIPOTESIS

Las bacterias rizosféricas aisladas de suelos contaminados con metales pesados
promueven el crecimiento de la planta y aumentan la bioacumulacién de Cd en tejidos

vegetales de Nicotiana glauca.

V. OBJETIVOS

General

Evaluar la capacidad de extraccion de Cd de Nicotiana glauca inoculada con diferentes

especies de rizobacterias tomadas de zonas contaminadas con metales pesados.

Especificos

1. Seleccionar rizobacterias tolerantes a Cd.

2. Establecer la concentracibn maxima de cadmio en suelo que tolere Nicotiana
glauca.

3. Evaluar la relacion existente planta-bacteria expuestas al cadmio.
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V. MATERIALES Y METODOS

Seleccion de rizobacterias tolerantes a Cd

Muestreo de suelo, raices y semillas

Se realiz6 el muestreo de la rizosfera de una planta de Nicotiana glauca, una vez
seleccionada, se tomd una muestra compuesta de suelo rizésferico de acuerdo a la
metodologia sefialada en la NMX-AA-132-SCFI-2006. Se colectaron cinco muestras
simples, a una profundidad de 20 cm para la obtencién de las bacterias. El suelo y la
raiz fueron colectados y se almacenaron en bolsas de papel manteniéndolas a 4° C
(Santana-Flores et al., 2020). Asi mismo se colectaron semillas de la planta adulta de
N. glauca, en la zona Minera San Joaquin de la localidad de Maconi en Cadereyta de
Montes, Querétaro, ubicada a una latitud 20° 50 ' 5.07" y a una longitud 99° 32' 29.517".

Aislamiento de bacterias en raices muestreadas

A partir de la mezcla del suelo rizosférico de N. glauca se realizaron siete diluciones
seriadas (1, 0.1, 0.001, 0.0001, 0.00001, 0.000001 y 0.0000001 mg/mL) y se realizaron
siembras en cajas Petri por la técnica superficial, en medio de cultivo LB (Bioxon); se
incubaron (Barnstead, modelo No0.846) a 27° C por tres dias para el crecimiento de
rizobacterias, con la finalidad de obtener colonias separadas. El aislamiento y
purificacion consistié en realizar siembras continuas por la técnica de estria cruzada en
cajas Petri (Han et al., 2020).

Prueba de tolerancia a Cd de bacterias en raices muestreadas

En una campana de flujo laminar (Thermo, Forma Class Il, B2) se tomaron las colonias
de bacterias que presentaron mayor crecimiento, se sembraron las diferentes bacterias
en medio LB liquido y se compar0 el crecimiento de las mismas expuestas a una
concentracion de Cd 200 mg/L, utilizando cloruro de cadmio (CdCl2). Esto se realiz6 con

15 de las bacterias aisladas por triplicado. La comparacion se realizé6 mediante la
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medicion de la densidad 6ptica por espectrofotometria UV/VIS a una longitud de onda
de 700 nm (Rodriguez et al., 2008).

Identificacion de bacterias en rizosfera

Se realizd la observacion al estereoscopio de la morfologia colonial bacteriana
descriptiva con respecto al crecimiento bacteriano en medio de cultivo LB sdlido acorde
al Atlas Global de las bacterias dominantes que se encuentran en el suelo. Mas adelante
para conocer mas sobre los componentes estructurales, se realizaron reacciones de
hidroxido de potasio (KOH) con las cepas aisladas seleccionadas para determinar a que
grupo Gram pertenecian, en un portaobjetos se coloc6é una gota de KOH al 3% y se
tom6 una muestra de cada aislado, se colocé el asa sobre la solucién y se removio
durante 30 segundos para luego levantar el asa suavemente 3 cm. Este paso se realizo
por triplicado (Rojas-Trivifio, 2011). Por ultimo, de las diferentes cepas bacterianas
aisladas se realiz6 la identificacion a nivel molecular basada en el andlisis del gen que
codifica para el ARN ribosomal de la subunidad 16S de las tres especies que
presentaron mejores resultados (Sontakke et al., 2009).

Establecimiento de la concentracion méaxima de cadmio en suelo que tolere

Nicotiana glauca

Curva hormética

Se desinfectaron las semillas con una solucion de hipoclorito de sodio (NaClO) al 10 %
por 5 min. Se lavaron cuatro veces con agua destilada estéril. Mas adelante, en cajas
Petri estériles se colocaron, por triplicado, 20 semillas de N. glauca sobre papel
absorbente estéril de forma equidistante y se adiciond agua. Se contaron las semillas
germinadas y se calculo el porcentaje de germinacién. Asi mismo se determiné el tiempo

de germinacion.
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Se sembraron las semillas en almacigo con cavidades de 140 mL, en una proporcion
4:1 de peat moss y perlita. Se aplicaron los tratamientos con cadmio en plantulas a partir
de tres pares de hojas verdaderas a las siguientes concentraciones: 0, 60, 100 y 200
mg de Cd/Kg de suelo, usando como referencia 60 mg de Cd/Kg de suelo (Oz Barazani,
2004). Se creci6 las plantas por cuatro semanas con riego cada dos dias en invernadero
bajo condiciones controladas. La evaluacion se hizo con respecto al vigor de la planta

(medicion de altura, tallo y cantidad de clorofila).

Determinacion de la concentracién de cadmio en suelo v tejidos vegetales

Transcurridas las cuatro semanas, a las muestras de suelo y de tejidos vegetales se les
hizo una digestidon acida para determinar el contenido total de Cadmio presente en el
suelo. La digestion se realiz6 mediante el método de la EPA 3051 en un horno de
microondas Mars X por triplicado para cada unidad experimental de los diferentes
tratamientos. Se pesaron 0.5 g de muestra y se colocaron en vasos de teflon y se
adicionaron 5 mL de Acido Nitrico concentrado. Se utilizaron tres etapas para obtener
una buena digestion, en la primera etapa se elevo la presién 300 psi por 10 min, en la
segunda se mantuvo constante la presion durante 10 min y finalmente en la tercera se
enfrié por 5 min. Posteriormente se filtraron las muestras de planta y suelo y se aforaron
a 10 y 50 mL respectivamente con agua destilada. La determinacion de Cd se hizo
mediante espectrometria de absorcion atomica por la técnica de flama (One source,
modelo Anayst 200), a una longitud de onda de 228.8 y se realiz6 la curva de calibracién
a partir de estandares certificados de Cd 1000 + 3 pg/mL marca High-purity standards
acreditados para ISO/EC 17025. La curva de calibracion se llevo a cabo por medio de
una ecuacion lineal con un coeficiente de correlacion mayor o igual a 0.999.
Posteriormente se procedio a realizar el analisis con el instrumento. Cada muestra se

midio por triplicado (Skoog, 2008).
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Evaluacion de larelacion planta-bacteria expuestas al cadmio

Cultivo en in vitro de semillas y bacterias

Se preparé medio sélido compuesto por la solucion mineral de Murashigue y Skoog y
como agente gelificante phytagel. Tras la preparaciéon del medio, se midid y ajusto el pH
a 5.8 para no limitar el crecimiento de las plantas.

Para la limpieza y desinfeccion del material vegetal, se colocaron las semillas sobre
papel absorbente en caja Petri con un primer tratamiento de etanol al 70 %, luego se
utilizé hipoclorito de sodio al 10 % y se introdujeron las semillas agitando cada 2 minutos
por 10 minutos, y luego, sucesivos lavados con agua estéril en tres frascos estériles
haciendo uso de pinzas previamente esterilizadas por cinco minutos con agitaciones

constantes.

Luego, se colocaron las semillas en una caja Petri. Se inocularon las semillas,
sumergiéndolas en el medio con bacterias, y mas adelante se sembraron de manera
equidistante, a una distancia de 2 mm, este ensayo se hizo por triplicado con una unidad
experimental de tres semillas, finalmente se sellaron las cajas y se colocaron en camara
de crecimiento. Luego de la germinacion de las semillas, se midio la longitud de la raiz

una vez por semana durante un mes.

Prueba en in vivo de la relacidn planta bacteria expuestas al cadmio

Se sembraron las semillas en almacigos con cavidades de 140 mL. Mas adelante, se
trasplant6 en macetas de 1.5 L en suelo caracterizado siguiendo la NOM-021-
SEMARNAT-2000, el suelo fue esterilizado porteriormente, y se agreg0é con una capa
de 2cm de tezontle, para evitar o minimizar las pérdidas de suelo durante los riegos. Se
crecio las plantas por tres meses con riego cada cinco dias adicionando solucién
Hoagland, el proyecto se realiz6 en invernadero bajo condiciones controladas. El
sustrato se contamino con Cd a la concentracion que mejor respondio en lo evaluado en
la curva de adaptabilidad, 200 mg de Cd/Kg de suelo. Se agregaron las colonias

bacterianas previamente seleccionadas e identificadas en medio liquido LB, y se hizo a
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tres cuartas partes del tallo con respecto a la hoja, se inoculé 5 mL una vez por semana
durante cuatro semanas, para el consorcio se agregé 1.6 Ml de cada una de los aislados,
partiendo de un conteo colonial bacteriano al microscopio (UFC/g) para el consorcio de
9.18E+07, Bacillus simplex 6.25E+07, Arthrobacter aurescens 6.37E+07 y Arthrobacter
ilicis 5.17E+07. A la mitad y al final del ensayo experimental, se determino el cadmio en

planta y suelo y se monitore6 altura y grosor de tallo durante el ensayo.

El montaje del experimento se llevd a cabo con tres repeticiones y una unidad

experimental de cinco plantas bajo un disefio aleatorio simple.
CS: Control Planta y sustrato sin Cd
C: Control Planta y sustrato con Cd
CI1: Planta, sustrato y semilla con in6culo 1
ClI2: Planta, sustrato y semilla con inéculo 2
CI3: Planta, sustrato y semilla con inéculo 3

Cl4: Planta, sustrato y semilla con in6culo 1,2y 3

Conteo de especies bacterianas inoculadas

A lo largo del experimento se tomaron tres muestras de suelo rizosférico y raices de
cada tratamiento, de estas se pesaron 0.5 g, para realizar diluciones seriadas por
tratamiento (1, 0.1, 0.001, 0.0001, 0.00001, 0.000001 y 0.0000001 mg por mL) y se
sembrd 100 pl de la 52 dilucidn en cajas Petri por la técnica superficial (Hui Han et al.,
2020) en medio de cultivo LB; se incubaron a 27 °C por 24 h para el crecimiento de los
aislados bacterianos, con la finalidad de obtener colonias separadas. Se observaron las
colonias al estereoscopio, se analizaron con respecto a aislados puros almacenados y
a la caracterizacion morfologica previamente realizada para identificar las bacterias

inoculadas, y se hizo el conteo de cada aislado utilizado en los tratamientos (UFC/qg).
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Analisis estadistico

El proyecto se fragment6 en dos fases. La primera fase se realizd con un disefio
completamente al azar, se colocé la plantula con 4 tratamientos, 3 repeticiones y la
unidad experimental fue de 5 plantulas; La segunda fase se hizo en un disefio
completamente al azar con 5 tratamientos, 3 repeticiones y la unidad experimental fue
de 5 plantas. Se realizd un andlisis de varianza (ANOVA) de una via por Tukey para
parametros individuales con un nivel de significancia de p<0.05 utilizando el paquete
estadistico Graph Pad PRISM software, version 7.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Seleccion de rizobacterias tolerantes a Cd

Prueba de tolerancia a Cd de bacterias en raices muestreadas

Se aislaron 25 diferentes colonias bacterianas de suelo y rizosfera muestreados en los
jales mineros, sin embargo, existe una mayor diversidad en habitats con alto contenido
de metales, controlada por diversos factores bidticos y abibticos que favorecen su
establecimiento y crecimiento, la rizosfera destaca por la disposicion de nutrientes (Yu
et al., 2014). De los aislados obtenidos se seleccionaron 9 que presentaron un mayor
crecimiento y fueron sembrados en un medio LB liquido con 200 mg Cd/L, y se
identificaron las colonias bacterianas con mayor tolerancia a Cd. Destacando el aislado
17 con una DO promedio de 0.353 en presencia de Cd y 0.387 en el medio sin el metal,
presentando la concentracion bacteriana maxima, seguido de este, el aislado 3 con una
DO de 0.191 en el medio con Cd y de 0.229 sin Cd, el aislado 21, con una DO en
presencia de Cd de 0.162 y de 0.179 en el medio sin el metal y el aislado 18 con una
DO de 0.157 con Cd y 0.201 en el medio sin Cd (Cuadro 4).

Esto coincide con el trabajo de Santana-Flores et al. (2020) en el que aisl6 e identifico
114 especies de bacterias tolerantes a metales pesados, a partir de jales mineros, en
concentraciones ascendentes que van de 0.5 a 20 mM de distintas sales metalicas, entre
ellas Cd(NOs)2, determinando asi la mayor tolerancia a Cd por parte de especies
pertenecientes al género de Pseudomonas sp. Con esto se demuestra la presencia de
microbiota y su tolerancia a altas concentraciones de metales, lo que podria deberse a
gue estas bacterias se encuentran en un habitat con elevadas cantidades de Cd y otros
metales, y han generado diferentes tipos de asociaciones que les permiten proliferar.
Por otro lado, los aislados 5, 6, 15, 20 y 22 presentaron una diferencia significativa en el
analisis, lo cual demuestra una inhibicién del crecimiento ante el Cd, y podria deberse a

gue la diversidad de las comunidades bacterianas es afectada por las concentraciones
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y el tipo de metal asociado, ya que, si bien pueden tolerar la presencia de estos

contaminantes, se ve afectada su propagacion y proliferaciéon ante el Cd en especifico

(O'Brien y Buckling, 2015).

Las bacterias asociadas con la rizosfera de las plantas son capaces de generar varios
mecanismos de interaccion entre los cuales encontramos la produccion de nutrientes
para el desarrollo de las plantas y fitohormonas como auxinas, citoquininas, giberelinas,
que pueden promover el desarrollo de las plantas; también pueden presentar actividad
enzimatica especifica y protegen a las plantas de contaminantes metalicos mediante
agentes quelantes (Ullah et al., 2015; Sarwar et al., 2017), por lo cual ademas de los
aislados 17, 13, 21 y 18, se eligi6 una mas al azar de entre los que mostraron baja

tolerancia para las siguientes fases experimentales, el cual resulté ser el aislado 15.

Cuadro 4. Andlisis estadistico entre aislados bacterianos de rizosfera con y sin

Cd en medio LB

Aislado DO
17 0.387+0.02a
17¢Cd 0.353+0.01a
3 0.229+0.01b
18 0.201 £ 0.01 bc
3Cd 0.191 + 0.09 bcd
21 0.179 £ 0.00 bcd
21Cd 0.162 + 0.01 bcde
18Cd 0.157 + 0.06 bcde
6 0.15+0.01 cde
15 0.143 + 0.01 cdef
20 0.14 £ 0.03 cdef
5 0.123 £ 0.49 defg
22 0.089 + 0.47 efgh
5Cd 0.074 + 0.04 fgh
6Cd 0.069 + 0.03 fgh
20Cd 0.063 £ 0.00 gh



15Cd 0.046 +0.00 h
22Cd 0.046 + 0.00 h

622

623 (bacteria 3, bacteria 5, bacteria 6, bacteria 15, bacteria 17, bacteria 18, bacteria 20,
624  bacteria 21, bacteria 22). Los datos representan la media £ DE (n=3) y letras diferentes
625 indican una diferencia significativa (P =0.05) usando la prueba de Tukey.

626

627 Identificacidén de bacterias en risozfera
628

629 Se realizé una caracterizacion morfologica colonial para comenzar con la
630 identificacion de los aislados seleccionados (Figura 1), en el cuadro 5 se
631 describe el aspecto del crecimiento bacteriano en medio de cultivo con base a
632 las caracteristicas de las colonias bacterianas de acuerdo a la forma, borde,
633 elevacion y superficie (Rojas-Trivifio, 2011). De acuerdo a la observacion
634 realizada al estereoscopio, las caracteristicas presentadas por los aislados 17 y
635 21 podrian ser tipicas de la morfologia de especies pertenecientes al género
636 Bacillus, mientras que, los aislados 3 y 15 podrian pertenecer a géneros
637  Arthrobacter, Erwina o Micrococcus. Acorde con la clasificacion del Atlas Global
638 de las bacterias dominantes que se encuentran en el suelo, las especies del
639 género Bacillus pueden presentar una forma circular, un borde ondulado y una
640 superficie brillante, rugosa y cremosa, ahora bien, especies de géneros como
641  Arthrobacter, Erwina o Micrococcus ya que, presentan formas puntiformes o
642 circulares, bordes filamentos, sin embargo, también podemos encontrar
643 lobulados, mayores elevaciones y superficies secas y mates (Delgado-
644  Baquerizo et al., 2018). Las rizobacterias promotoras del crecimiento de las
645 plantas (PGPR, por sus siglas en inglés) podrian ser extracelulares (ePGPR) o
646 intracelulares (iPGPR) dependiendo del nivel de interaccién con las células de
647 laraiz de la planta huésped (Ramadan et al., 2016), y la mayoria de los géneros
648 bacterianos son ePGPR e incluyen: Agrobacterium, Arthrobacter, Azospirillium,

649 Azotobacter, Caulobacter, Chromobacterium, Erwinia, Flavobacterium,
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Micrococcus, Pseudomonas y Serratia (Bhattacharyya y Jha, 2012; Jing et al.,

2014). Esto sefiala que estas bacterias podrian ser ePGPR.

Figura 1. Aislados de colonias bacterianas en medio LB 3, 15, 17, 18 y 21.

Cuadro 5. Analisis macroscopico de caracterizacién morfolégica de colonias
bacterianas aisladas.

Aislado  Forma Borde Elevacion Superficie
3 Puntiforme Filamentoso elevada Seca
15 Circular Lobulado  elevada Mate
17 Circular Ondulado  convexa Brillante
18 Irregular  Ondulado plana Rugosa
21 Circular Ondulado  convexa Cremosa

Andlisis basado en el Atlas Global de las bacterias del suelo.

Mas adelante se realizaron pruebas de Gram a los aislados previamente seleccionados
(3, 15, 17, 18 y 21), tomando como criterio que fueran Gram (+). Esto para descartar a
aguellas colonias que pudieran presentar caracteristicas fitopatdgenas de acuerdo a
Rojas-Trivifio (2011), el cual indica que las colonias bacterianas pertenecientes al grupo
Gram (-) son, en su mayoria, inductores de enfermedades en plantas. Basados en la

viscosidad, los aislados 17 y 18 al agregar el hidroxido de potasio (KOH) al 3% se
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observd un aspecto viscoso por lo que se determiné que la pared celular era Gram (-)
debido a que el alto pH del KOH ocasiona que el ADN de este tipo de bacterias se vuelva
grueso y viscoso, mientras que los aislados 3, 15y 21 no presentaron viscosidad. Esto
debido a que no hubo ninguna alteracién de la pared celular por lo que se determiné que
eran Gram (+). Con esta prueba se seleccionaron los aislados para la segunda fase

experimental y secuenciados para identificacion, y fueron los asilados 3, 15y 21.

El analisis comparativo de cada secuenciacion se realizg utilizando BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool). Este programa usa el algoritmo Smith-Waterman para realizar
sus alineamientos. Obteniendo lo siguientes resultados (Cuadro 6). Las secuencias de

cada aislado puede encontrarlas en anexos.

Cuadro 6. Analisis a nivel molecular de los tres aislados seleccionados.

Aislado Especie Puntuaciéon max Valor de E % de alineacidn
3 Arthrobacter aurescens 1382 0 94.94
15 Arthrobacter ilicis 1395 0 94.89
21 Bacillus simplex 1164 0 93.34

Andlisis basado en el gen que codifica para el ARN ribosomal de la subunidad 16S entre
los aislados seleccionados mediante el programa BLAST. Los datos representan la
puntuacion maxima obtenida, el valor de E y el % de alineacion.

Este andlisis permite conocer secuencias semejantes a las poblaciones de bacterias
que mostraron una tolerancia a Cd. Es interesante indicar que un género dominante
detectado en estos 3 aislados se relaciona con cepas resistentes a metales pesados,
tales como Bacillus, ya que, Khare S et al. (2010) informaron que Bacillus es un genero
bacteriano que ha presentado una amplia resistencia al mercurio (Hg), ademas Kumar
A et al. (2010) indicaron que bacterias resistentes a metales pesados como Bacillus

pueden utilizarse en sitios contaminados que permitan la biorremediacion de ambientes
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contaminados. Las cepas del genero Lysinibacillus son ampliamente aplicadas en la
biorremediacion de metales pesados, tales como Co, Cu, Cry Pb (Tuzen et al., 2007;

Pefia-Montenegro et al., 2013).

Ahora bien, el uso de especies bacterianas autoctonas de sitios contaminados
representa una alterativa preferible medioambientalmente y disminuye el costo de esta
tecnologia, Gonzalez-Chavez reporté (2005) que especies Gram positivas como
Arthorobacter ramousus y A. aurescens, se encuentran dentro de las bacterias que son
aisladas de manera mas frecuente en ambientes contaminados por el hombre con
Elementos Potencialmente Toxicos (EPTs), lo que indica que es posible que cepas
Arthrobacter spp. desempefien también, un papel importante en la atenuacion natural y
la remediacion de sitios contaminados. Suzuki y Banfield (2004) reportaron un aislado
Gram + relacionado con A. ilicis, que acumulé uranio intracelularmente como
precipitados estrechamente asociados con granulos de polifosfato en aguas
subterraneas. Lo cual indica que podrian ser especies utilizadas para la regeneracion

de suelos.

Establecimiento de la concentracion maxima de cadmio en suelo que tolere
Nicotiana glauca

Curva hormética

El porcentaje de germinacion de las semillas muestreadas fue del 80 % y la germinacion
se dio entre el tercer y sexto dia. Las mediciones de altura de las plantas, diametro de
tallo y cantidad de clorofila se realizaron una vez por semana durante cuatro semanas
(Cuadro 7). No se encontro diferencia significativa a lo largo del tiempo, las plantas en
el suelo contaminado no mostraron sintomas de estrés como clorosis, necrosis o
marchitamiento (Figura 2), lo que indica que existe tolerancia de N. glauca al Cd. Con
estos resultados se establecio la concentracion de 200 mg de Cd/Kg de suelo para la

siguiente fase experimental.
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Figura 2. Plantas de N. glauca en el suelo contaminado con Cd.

Cuadro 7.  Analisis de altura y diametro de tallo para plantas sometidas a las
pruebas de tolerancia a Cd.

Tratamientos (mg Cd/Kg) Altura (cm) Tallo (mm) Contenido de clorofila (Unidades spad)

T10 22+01 26+0.2 45+0.2
T2 60 2+0.2 22+0.1 43+0.3
T3 100 1.8+03 24+0.1 44.5+0.2
T4 200 1.7+0.2 2.4+0.1 44+ 0.4

Los datos representan la media + DE (n=3) y letras diferentes indican una diferencia
significativa (P =0.05) usando la prueba de Tukey.

Cuantificacion de cadmio en tejidos vegetales

Se cuantifico la cantidad de Cd acumulado por la planta, determinando en el material
vegetal, una diferencia significativa entre cada uno de los tratamientos asi como, un
aumento en la concentracibn de Cd proporcional al contenido en los diferentes
tratamientos, observando que para el tratamiento de 60 mg de Cd/Kg de suelo hubo una
cantidad de 4.24 mg de cadmio acumulado por Kg de planta, mientras que, para el
tratamiento de 100 mg de Cd/Kg de suelo hubo 6.66 mg por Kg de planta y para la mayor

concentracion (200 mg de Cd/Kg de suelo) fue de 8.887 (Figura 3), lo cual sefiala que
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ademas de que existe una tolerancia al metal por parte de N. glauca, un potencial
fitorremediador parte de esta ya que, este metal pesado podria almacenarse en la raiz
o transportarse. En un estudio realizado por Oz Barazani et al. (2004) N. glauca fue
colocada en suelo extraido de la region minera de La Unidon de Murcia con una
concentracion de 50 + 9.4 mg de Cd/Kg de suelo, la planta acumul6 en seis meses, 8 +
0.6, el 16 % del cadmio que habia en el terreno. Con lo obtenido en estas evaluaciones
se comprobo6 que N. glauca es una planta ideal para procesos de fitorremediacion ya
que, no solamente es capaz de tolerar altas concentraciones de Cd, sino que también
puede absorber y almacenar concentraciones importantes de este metal en tiempos
relativamente cortos. Sin embargo, también representa grandes oportunidades para

mejorar la eficiencia de extraccion y acumulacion del contaminante.
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H Cd en planta
Figura 3. Resultados de la cuantificacion de Cd en planta para los diferentes

tratamientos (0, 60, 100 y 200 mg de Cd/Kg de suelo)

Los datos representan la media = DE (n=3) y letras diferentes indican una diferencia
significativa (P =0.05) usando la prueba de Tukey.
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Evaluacion de larelacion planta-bacteria expuestas al Cd

Cultivo en in vitro de semillas y bacterias

El cultivo en in vitro de material vegetal se realizd con el objetivo de eliminar cualquier
interferencia y lograr condiciones asépticas para asi analizar la relacion de la planta con
las bacterias que presentaron mayor tolerancia al Cd en medio liquido, luego de la
germinacion de las semillas de Nicotiana glauca inoculadas con las tres especies de
bacterias seleccionadas e identificadas, la medicion de la longitud de raiz se realizé con
respecto al tejido radicular con mayor crecimiento para cada uno de los tratamientos, los
resultados se muestran en el Cuadro 8 (Figura 4), en donde se puede observar un
crecimiento constante en cada uno de los tratamientos. Durante la primera semana y la
altima no hubo una diferencia significativa entre la longitud de las raices de las semillas
inoculadas con Arthrobacter aurescens y el blanco, respecto al consorcio, es decir no
favorecié al desarrollo la inoculacion de la cepa bacteriana. Sin embargo, si hubo una
diferencia significativa en la semana 2 y 3 entre A. aurescens y el blanco. Por otro lado,
si hubo una diferencia significativa a lo largo del ensayo experimental en las semillas
inoculadas con el consorcio y A. llicis con respecto al blanco. Las semillas inoculadas
con el consorcio y A. ilicis alcanzaron longitudes de raiz de 1.6 y 1.37 cm, siendo los

tejidos radiculares que presentaron un mayor crecimiento.

Cuadro 8.  Analisis de las mediciones de raiz de N. glauca germinada en in vitro
durante cuatro semanas para cada inoculo.

Longitud de raiz (cm)

Tratamiento semana 1 semana 2 semana 3 semana 4

Consorcio 0.63+0.05a 0.92+0.04a 1.25+0.04a 1.6+0.04a
Arthrobacter ilicis 0.6+0.05ab 0.85+0.04a 1.1+0.04b 1.37+0.04b
Bacillus simplex 0.52+0.01b 0.74+£0.01b 0.97+£0.01c 1.21+0.01c

Arthrobacter aurescens 0.39+0.03c 0.63+0.03c 0.86+0.03d 1.11+0.03cd
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Blanco 0.33+0.03c 0.5+0.05d 0.7+0.05e 1+0.05d

Se muestran los promedios para cada uno de los tratamientos en los cuatro tiempos +
DE (n=3) y letras diferentes indican una diferencia significativa (P =0.05) usando la
prueba de Tukey.

Ensayo en in vitro

N

3
% 1.5
©
o 1
©
g 0.5
i
S o
- 0 0.5 1 15 2 2.5 3 35 4 45
semanas
Blanco Arthrobacter ilicis
Arthrobacter aurescens Bacillus simplex
Consorcio
Figura 4. Resultados del monitoreo de longitud de raiz de semillas de N. glauca en

in vitro inoculadas con las cepas bacterianas.

El género Bacillus presenta una amplia diversidad fisiologica y por esa razén ha sido de
gran interés (Restrepo-Franco et al., 2015), ya que presenta una amplia interaccion en
diferentes habitats, acuaticos y terrestres de manera directa, actuando como agente
rizosférico, degradador de sustratos derivados de la fauna y flora, compuestos
organicos, también podria estar involucrado en la produccion de antibiéticos,
crecimiento vegetal e indirectamente como antagonista de patdégenos (Angulo-Cortes et
al., 2012). Con este ensayo se demuestra que las tres especies bacterianas que fueron
aisladas de N. glauca presentaron la capacidad de promover crecimiento vegetal en in

vitro, sin embargo, en este analisis se puede observar que el consorcio presentd una
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diferencia cada vez mayor durante el experimento lo cual indica que, el uso de
consorcios bacterianos autéctonos podria ser una gran alternativa en los procesos de

fitorremediacion para la promocion del crecimiento vegetal.

Prueba en in vivo de la relacion planta-bacteria expuestas al Cd

Las plantas fueron colocadas en arena de rio caracterizada (cuadro 9) y esterilizada
previamente, las colonias bacterianas de Arthrobacter aurescens, A. ilicis, Bacillus
simplex se inocularon una semana después de contaminar el sustrato. Se midio la altura
de las plantas y el diametro de los tallos una vez por semana durante las cuatro semanas

de la fase experimental y los resultados se muestran en los cuadros 10y 11.

Cuadro 9. Caracterizacion fisicoquimica de la arena de rio
utilizada en la prueba in vivo planta-bacteria expuestas al Cd

Arena de
Suelo/Propiedad rio

Conductividad eléctrica 0.207

pH 8.5
MO (%) 0.9393
Densidad real (g/mL) 2.502
Densidad aparente
(g/mL) 1.717
Capacidad de campo % 37.061
Arena (%) 91
Arcilla (%) 3.2
Limo (%) 5.8
Textura Arenosa

En cuanto a la altura se puede observar en la figura 5 que, en la semana
1 no hubo una diferencia significativa entre el blanco y los tratamientos en los

que se inoculé el consorcio y Bacillus simplex, mientras que, si hubo una



817 diferencia significativa entre el blanco y los tratamientos en los que se inoculo
818  Arthrobacter ilicis, A. aurescens y el control con cadmio. En la semana 2 el
819 Dblanco y el consorcio no presentaron una diferencia significativa, sin embargo,
820 en la semana 3 ninguno de los tratamientos a excepcion del blanco presento
821 una diferencia significativa con respecto al control con cadmio. En la semana 4
822 el mayor crecimiento se dio en las plantas que crecieron sin cadmio y con riegos
823 de solucién nutritiva, alcanzando 26.83 cm, mientras que las plantas de
824  Nicotiana glauca a las que se le inocularon las 3 especies seleccionadas en
825 consorcio alcanzaron una altura de 23.21 cm, estas plantas a las que se les
826  inoculd el consorcio bacteriano alcanzaron una mayor altura que las plantas a
827 las que solo se les agregd el cadmio, aunque, menor a las plantas del blanco.
828 Las plantas inoculadas con A. ilicis y B. simplex muestran una altura para el
829 tiempo 4 muy parecida alcanzando 21.52 y 21.40 respectivamente. Sin
830 embargo, las plantas a las que se les afiadié cadmio, pero no se les inoculo
831 cultivos bacterianos alcanzaron en promedio una altura de 20.19 cm,
832 demostrando asi que, el blanco y el consorcio presentaron una diferencia

833  significativa con respecto al control con cadmio.
834

835 Cuadro 10. Analisis estadistico de las mediciones de altura de N. glauca
836

Tratamientos Altura de plantas (cm)
Semana 1l Semana 2 Semana 3 Semana 4

Blanco 13.40+194a 1753+201a 21.83+2.10a 26.83%2.10a
Consorcio 11.18+1.81ab 15.04+1.76ab 19.01+1.73b 23.21+1.73b
Bacillus simplex 11.09+£1.59ab 14.41+1.64b 17.89+1.64b 21.40%1.64 bc
Arthrobacter ilicis 10.60+2.01b 14.17+2.04b 17.82+2.04b 21.52+2.04 bc
Arthrobacter aurescens 10.20+1.79b 13.40+1.74b 17.82+2.13b 20.21+2.13c
Control c/Cd 10.71+150b 13.68+1.50b 16.89+1.52b 20.19+1.52c

837

838 Los datos representan la media + DE (n=3) y letras diferentes indican una diferencia
839 significativa (P =0.05) usando la prueba de Tukey. Las plantas se colocaron en arena
840 de rio contaminada con Cd durante cuatro semanas de tratamiento inoculando una vez
841 por semana las bacterias previamente seleccionadas.
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Figura 5. Resultados del monitoreo de la altura de N. glauca en in vivo inoculadas

con las cepas bacterianas.

Ahora bien, en cuanto al diametro de los tallos (Figura 6), durante la semana 1 no se
observaron diferencias significativas entre ninguno de los tratamientos, mientras que, en
la semana 2 no hay una diferencia entre el blanco y los tratamientos en los que se
inocularon las cepas bacterianas a las plantas de N. glauca, esto podria ser un indicador
de que las cepas bacterianas favorecieron la tolerancia de la planta al metal, ya que,
unicamente hubo una diferencia entre el blanco y el control con cadmio. En la semana
3 hubo diferencias significativas entre el blanco y todos los tratamientos excepto el
consorcio, esto se mantuvo también en la semana 4, semana en la que no hubo
diferencias significativas entre el control con cadmio y los tratamientos en plantas
inoculadas con B. simplex y A. aurescens. El mayor diametro fue el del blanco con 1.81
cm y seguido de este, el consorcio bacteriano con 1.69 cm tratamiento que presento una
diferencia significativa con respecto al blanco, luego A. ilicis con 1.53 cm, este
tratamiento y el del consorcio presentaron una diferencia significativa con respecto al

control con cadmio, seguido de este, B. simplex con 1.44 cm, luego A. aurescens con



860 1.42 cm vy, por ultimo, las plantas de N. glauca con solamente cadmio, las cuales
861 alcanzaron un espesor de tallo aproximado de 1.31 cm.

862

863 Cuadro 11. Analisis estadistico de las mediciones del didmetro tallo de N. glauca

864

Tratamientos Diametro de tallo (cm)
Semanal Semana?2 Semana 3 Semana 4

Blanco 0.53+0.11 0.89+0.12a 131+0.12a 1.81+0.12a
Consorcio 0.48+0.13 0.84+0.13ab 1.24+0.13ab 1.69+0.13a
Arthrobacter ilicis 0.46+£0.09 0.79+0.09ab 1.14+0.09b 1.53+0.09b
Bacillus simplex 0.46+0.11 0.76+0.11ab 1.09+0.11b 1.44+0.11 bc
Arthrobacter aurescens 0.51+£0.13 0.79+0.13ab 1.09+0.13b 1.42+0.13 bc
Control ¢/ Cd 0.45+0.10 0.71£0.10b 0.99%0.10c 1.31+0.10c

865

866 Los datos representan la media + DE (n=3) y letras diferentes indican una diferencia
867  significativa (P =0.05) usando la prueba de Tukey. Las plantas se colocaron en arena
868 de rio contaminada con Cd durante cuatro semanas de tratamiento inoculando una vez
869 por semana las bacterias previamente seleccionadas.

870
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871 Figura 6. Resultados del monitoreo de los diametros de tallo de N. glauca en in vivo

872 inoculadas con las cepas bacterianas.
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Se ha informado con frecuencia de la fitorremediacion asistida por bacterias para la
eliminacién de metales pesados del suelo (Ma et al., 206). Por ejemplo, la inoculacion
de Pseudomonas putida promovié la biomasa de Eruca sativa bajo estrés por Cd
(Kamran et al., 2015). La inoculacion de SaMR12 bajo exposicibn a Cd aumento la
biomasa de S. alfredii (Zhang et al.,, 2011; Pan et al.,, 2016). Con esto podriamos
determinar que el efecto de inocular rizobacterias en plantas de N. glauca para la
extraccion de cadmio podria favorecer el crecimiento y desarrollo en sistemas de

fitorremediacion.

Cuantificacién de Cd en planta y suelo

Se cuantificé el Cd a la mitad y al final del experimento, es decir, cada 2 semanas, y los
resultados se muestran en los cuadros 12 y 13, observando con respecto al Cd en planta
que (Figura 7), para el tiempo 1 todos los tratamientos presentaron diferencia
significativa, y las plantas inoculadas con Arthrobacter ilicis y Bacillus simplex mostraron
el mejor resultado con 47.91 y 39.57 mg de Cd/Kg de suelo respectivamente, el
tratamiento con el consorcio alcanzé una extraccion 37.33 mg de Cd/Kg de suelo. Al
final del experimento, todos los tratamientos presentaron una diferencia significativa con
respecto al control con cadmio, mientras que, en los tratamientos en los que se inoculd
A. ilicis y el consorcio, no existié una diferencia significativa. De los 200 mg de Cd/Kg de
suelo agregados, las plantas de N. glauca a las que se les inocularon B. simplex
alcanzaron la mayor extraccion de Cd y acumularon un total de 54.87 mg de Cd/Kg de
suelo, el 27.43 % aproximadamente, mientras que, las 3 especies de colonias
bacterianas como consorcio, lograron extraer y acumular 51.38 mg de Cd/Kg de suelo,
el 25.69 % aproximadamente, y mostrando un resultado similar, el tratamiento en el que
se inoculd A. ilicis alcanzando 51.01 mg de Cd/Kg de suelo, el 25.50 %, seguido de estos
tratamientos se encuentra en el que se inoculé A. aurescens alcanzando 33.26 mg de

Cd/Kg de suelo, 16.63 % aproximadamente.



902
903

904 Cuadro 12. Resultados de la cuantificacion de Cd en planta para los diferentes
905 tratamientos

Cd en planta (mg de Cd/Kg suelo)

Tratamiento tiempo 1 tiempo 2

Consorcio 37.33+0.21c 51.38+0.09b
Arthrobacter ilicis 47.91+0.19a 51.01+0.17b
Bacillus simplex 39.57+0.19b 54.87+0.20a
Arthrobacter aurescens  29.83+0.17d 33.26+0.15¢
Control ¢/ Cd 12.27+0.44 e 21.6+0.50d
Blanco 8.39+0.09f 18.24+0.67 e

906

907 Los datos representan la media + DE (n=3) y letras diferentes indican una diferencia
908 significativa (P =0.05) usando la prueba de Tukey. El analisis se hizo completamente al
909 azar por tiempos.

Cd en planta
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910 Figura?7. Resultados de la cuantificacion de Cd en planta para los diferentes
911 tratamientos

912 El tratamiento que mostré la mayor diferencia extractiva del tiempo 1 al tiempo 2 fue el
913 del consorcio con 14.05 mg de Cd/ Kg de suelo, lo que podria deberse, principalmente
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a que, para la absorcion y acumulacion de metales pesados por plantas es necesaria la
biodisponibilidad del metal y aunque depende de factores edaficos, en este caso
también se podria sefialar la dinamica microbiana en la rizosfera y los exudados (Saeed
et al., 2018). Estos resultados demuestran que la aplicacion de rizobacterias de plantas
hiperacumuladoras utilizadas para la fitoextraccion de cadmio puede regenerar suelos
contaminados con metales pesados de manera acelerada, efectiva y sostenible. Asi
como, una seleccion adecuada de rizobacterias que sean PGPR en consorcio podrian

mostrar mejores resultados y aumentar la eficiencia en tecnologias de fitorremediacion.

En estudios como planta fitorremediadora, N. glauca, ha presentado buenos resultados,
por ejemplo, se ha experimentado en suelo extraido de la regién minera de La Union de
Murcia con una concentracion de 50 + 6.4 mg de Cd/Kg de suelo, acumuld en seis
meses, 8 £ 0.6, el 16 % del cadmio que habia en el terreno. En este trabajo se aumentd
el porcentaje y podria deberse al uso de las rizobacterias, asi como a la biodisponibilidad
del metal y al riego con solucion nutritiva acidificada. Barajas-Aceves (2015) realizaron
un experimento para determinar los efectos de los relaves mineros solos, mezclados
con compost, 0 con compost mas biosurfactante crudo, sobre la acumulacién de metales
pesados (Pb, Zn, Cu, Cr, Cd y Ni) en Acacia retinodes, Nicotiana glauca y Echinochloa
polystachya. Las plantas se cultivaron un periodo de siete y cinco meses, las plantas A.
retinodes y N. glauca cultivadas en relaves mineros que contienen compost mostraron
aumentos en la biomasa seca del 62 al 79% en comparacion con las plantas en relaves
anicos. Por otro lado, los metales pesados acumulados en las raices y hojas mostraron
altas tasas de translocaciéon de Cry de Cd en N. glauca. Ahora bien, segun el mismo
estudio, las concentraciones elevadas de Pb en las raices y la baja tasa de translocacion
de N. glauca indican que es adecuada para la fitoestabilizacion de Pb y Zn. Con esto se
puede comprobar que Nicotiana glauca es una planta capaz de ser utilizada para la

remediacion de suelos contaminados con metales pesados.

En cuanto al Cd en suelo (Figura 8) se puede observar en el cuadro 13 que, para el
tiempo 1 todos los tratamientos presentaron diferencia significativa con respecto al

control con cadmio, por otro lado, A. aurescens, B. simplex y el consorcio no mostraron
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diferencia significativa, en el suelo de las plantas control con Cd se determind la mayor
cantidad del contaminante 145.56 mg de Cd/Kg de suelo, seguido de este el suelo de
las plantas a las que se inoculo A. ilicis se cuantificé 129.34 mg de Cd/Kg de suelo. Para
el tiempo 2 todos los tratamientos presentaron diferencia significativa, el resultado mas
alto de cadmio aparece en el tratamiento contaminado con Cd sin ninguna colonia
bacteriana inoculada con 143.93 mg de Cd/Kg de suelo y seguido de este el tratamiento
en el que se inoculd A. ilicis a las plantas de N. glauca con 123.45 mg de Cd/ Kg de
suelo, sin embargo, es también el tratamiento que presenta la mayor diferencia, ya que
del tiempo 1 al tiempo 2 hubo una disminucion de 5.89 mg de Cd/ Kg de suelo. Lo cual
corresponde a los resultados previamente analizados, ya que al parecer es la especie
que presentd una mejor simbiosis con N. glauca en la prueba en in vitro durante la

segunda fase experimental.

Cuadro 13. Resultados de la cuantificacion de Cd en suelo para los diferentes
tratamientos

Cd en suelo (mg de Cd/Kg suelo)

Tratamiento tiempo 1 tiempo 2

Consorcio 120.81+0.18 ¢ 119.02+0.31¢c
Arthrobacter ilicis 129.34+£0.29b 123.45+0.65b
Bacillus simplex 121.93+0.12¢c 117.12+0.29d
Arthrobacter aurescens 121.93 +5.82c 111.22+0.53 e
Control ¢/ Cd 14556 +0.65a 143.93+0.53a
Blanco 1.74+0.05d 17.66+0.66f

Los datos representan la media = DE (n=3) y letras diferentes indican una diferencia
significativa (P =0.05) usando la prueba de Tukey. El andlisis se hizo completamente al
azar por tiempos.
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Figura 8. Resultados de la cuantificacion de Cd en suelo para los diferentes

tratamientos

Conteo de especies bacterianas inoculadas

Los resultados del conteo de las colonias de especies bacterianas inoculadas, luego de
la prueba en in vivo planta bacteria expuestas al cadmio (cuadro 14), muestran que las
colonias bacterianas en conjunto como consorcio presentaron una diferencia significativa
con respecto a los demas tratamientos durante todo el experimento, ya que, en el tiempo
1 se determinaron 3.21x108 UFC/g y para el tiempo 2, 4.88x108, mientras que, Bacillus
simplex y Arthrobacter aurescens mostraron resultados similares con 1.31x108 vy
1.27x108 respectivamente, y en el tiempo 2, 3.49x108 y 3.43x108 UFC/g respectivamente.
A. ilicis present6 un conteo de 1.03x108 en el tiempo 1y en el tiempo 2 3.11x108. Estos
tres Ultimos tratamientos no presentaron diferencia significativa durante el ensayo
experimental, asi como los tratamientos blanco y control. Estos resultados (figura 9)
pueden deberse a que, a pesar de que estas especies presentan una tolerancia alta al
Cd por estar presentes de manera natural en jales mineros y, por lo tanto, son mas
resistentes a la toxicidad del metal, también podria estar inhibiendo el crecimiento y la
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proliferacion de A. ilicis. Sin embargo, estas bacterias bajo estrés podrian aumentar la
produccion de metabolitos, incluyendo fitohormonas, siderdforos, acidos organicos,
antibiéticos y enzimas que reducen la toxicidad de los metales, asi como mejorando de
las capacidades de las plantas para una mayor extraccion del Cd (Saeed, 2018).

Cuadro 14. Resultados del conteo de colonias bacterianas.

Conteo de colonias bacterianas (UFC/g)

Tratamiento tiempo 1

Consorcio 3.21E+08
Bacillus simplex 1.31E+08
Arthrobacter eurescens  1.27E+08
Arthrobacter ilicis 1.03E+08
Blanco 4.13E+07
Control ¢/Cd 2.47E+07

0o O T T T w

Desv Est

4.08E+07
1.21E+07
2.19E+07
1.53E+07
5.03E+06
9.02E+06

tiempo 2

4.88E+08
3.49E+08
3.43E+08
3.11E+08
5.60E+07
3.87E+07

0O 0 T T T o

Desv Est

2.12E+07
4.62E+07
2.66E+07
2.73E+07
5.29E+06
7.57E+06

Los datos representan la media = DE (n=3) y letras diferentes indican una diferencia
significativa (P =0.05) usando la prueba de Tukey. El analisis se hizo completamente al

azar por tiempos.
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Figura 9. Resultados del conteo de colonias bacterianas en planta para los

diferentes tratamientos

Por ejemplo, los PGPR producen biosurfactantes que aumentan la movilidad y la
absorcion de metales y metaloides tdxicos (Ashraf et al., 2017). Estos restos inducen la
desorcion de metales del suelo y aumentan su solubilidad (Gadd, 2010; Rajkumar et al.,
2012). Los biosurfactantes producidos por Pseudomonas aeruginosa aumentan la
desorcion y la solubilidad tanto del plomo (Pb) como del Cd (Ullah et al., 2015). La
regulacion del pH por los in6culos microbianos, Microbacterium liquefaciens y M.
arabinogalactanolyticum aument6 la absorcion de Ni mucho mas por la planta
hiperacumuladora Sweet alyssum (Alyssum murale L.) en comparacion con el control no
inoculado (Abou-Shanab et al., 2003). Esta elevada absorciéon de Ni se atribuyé a la
reduccion significativa del pH del suelo por las bacterias de la rizosfera (Abou-Shanab et
al., 2003; Rajkumar et al., 2010; Ma et al.,, 2011). Las bacterias promotoras del
crecimiento de las plantas no solo mejoran el crecimiento y el desarrollo de las plantas
en condiciones estresantes, sino que también reducen la toxicidad de los metales
pesados a través de este sistema neutralizador de ROS (Saeed, 2018). Pueden ser
diversas las funciones y actividades de las cepas bacterianas involucradas en
mecanismos de fitoextraccion, sin embargo, es importante un proceso de seleccién para

generar mayores rendimientos y optimizar esta tecnologia.
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VII.  CONCLUSIONES

La contaminacion en suelos por metales pesados plantea serios desafios. Su
persistencia y bioacumulacion en nichos ecolégicos representa riesgos para la salud
humana, asi como del medio ambiente, por esto se vuelve cada vez mas necesario idear
soluciones sostenibles para retirar estos contaminantes del entorno. Diversas
tecnologias se han implementado y se siguen desarrollando para regenerar los sitios
contaminados con metales pesados, entre esas tecnologias, la fitorremediacion ha
demostrado ser una alternativa segura e innovadora para la eliminacion de metales

pesados en suelos.

En este estudio se aislaron 25 cepas bacterianas de la rizosfera de Nicotiana
glauca de los jales de Maconi, Querétaro, México, lo que representa una biodiversidad
disponible para desarrollar estrategias de fitorremediacion ya que, estads bacterias
demostraron tener la capacidad de tolerar el Cd y ser promotoras de crecimiento vegetal,
cualidades importantes que se necesitan para la recuperacion de suelos en zonas
ampliamente contaminadas por actividades mineras, sin embargo, los resultados indican
la necesidad de explorar la microfauna de suelos contaminados con metales pesados

para ser utilizados en fitorremediacion.

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran a las bacterias
Arthrobacter eurescens, A. ilicis y Bacillus simplex, como bacterias capaces de tolerar
altas concentraciones de cadmio, ademas de favorecer el crecimiento vegetal en
sistemas de fitorremediacion. Esto nos permite concluir que estas especies bacterianas
son una alternativa biolégica en la remocion de metales en ambientes contaminados con
los mismos, ya que podrian participar en simbiosis con plantas metalofitas

bioacumuladoras y consecuentemente incrementar la resistencia y absorcion de Cd.

Sin embargo, se requiere del entendimiento de los factores quimicos, fisicos y
biolégicos que afectan las vias de biotransformacién, las dinamicas bacterianas en

rizosfera y la bioquimica celular involucrada, lo que exige la participacion interdisciplinaria
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para la comprension de los procesos involucrados, para lo cual la realizacién de ensayos
en in vitro ofrece un medio controlado para la obtencion de mayor informacion en la

biorrecuperacién de suelos contaminados por metales pesados.

En este estudio se comprobd la capacidad hiperacumuladora de Nicotiana
glauca, al tolerar una concentracion en suelo de 200 mg de Cd/Kg de suelo y logré una
remocion de Cd del 27.43 % del metal en suelo en asociacién con Bacillus simplex, lo
gue indica que la aplicacion de sistemas planta bacteria produce una mayor eficiencia de
esta tecnologia en entornos controlados, lo que sugiere el uso integrado de estos agentes

biolégicos para remediar los sitios contaminados con metales de manera sostenible.

Las bacterias simbidticas presentes en la rizosfera ofrecen un campo de estudio
nuevo con un importante potencial para su uso, sin embargo, se vuelve un requerimiento
indispensable estudiarlas mas a profundidad, ya que, como se observa en este estudio
y en reportes anteriores, el empleo de rizobacterias junto con plantas hiperacumuladoras
de metales pesados puede aumentar el potencial de fitorremediacion muchas veces mas
que el uso exclusivo de cualquiera de estos agentes biologicos. Cabe recalcar que la
utilidad de las bacterias rizosféricas dependera del nivel de contaminacién, del tipo de

contaminante del suelo y de los objetivos establecidos para la recuperacion.
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IX.  ANEXOS

Anexo 1 secuenciacion de los aislados seleccionados
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GGTTCGGCATATTGGGCGTAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAA
AGACCGGGGCTCAACTCCGGTTCTGCGGGGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCAGT
AGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCACGAGGAA
CACCGATGGCGAAGGCCGGTCTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGC
ATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGG
ACTAGGTGTGGGGGACATTCCACGTTTTCCGCGCCGTATCTAACGCATTAAGTGC
CCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACC
AAGGCTTGACATGAACCGGAAAGACCTGGAAACAGGTGCCCCGLCTTGCGGTCGG
TTTACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CGCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCGCGTTATGGCGGGGACT
CGTAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCCAATCAT
CATGCCCCTTATGTCTTGAGCTTCAGGCATGCTACGATGGCCGGTACAGATGGTT
GCGATACTGTGAGGTGGAGCTAATCACAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGG
TCTTGCAACTCGATGACATGAGCTCGGATTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATCTC
TGCTAGTGAATATCGTATCTCTGCCCGTAGTACACAGCAGCACCGTCGAGTCGAG
ACACGTTGGTATCACCCCGAAAGCCCGACGACTCAGCTCTATGTGTGCGTGTAGC
CCGTCAAAGTGCGAACTGACGATGCGACGAATCGTACGCGGGCCGCCCTAATAT
AA
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GGGTTTCGGCATATTGGGCGTAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTG
AAGACCGGGGCTCAACTCCGGTTCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCAG
TAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCCGATATCACGAGGA
ACACCGATGGCGAAGGCCGGTCTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAG
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CATGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGG
GACTAGGTGTGGGGGACATTCCACGTTTTCCGCGCCGTAGCTAACGCATTAAGTG
CCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTAC
CAGGGCTTGACATGAACCGGTAATGCCTGGAAACAGGTGCCCCGCTTGCGGTCG
GTTTACTGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAG
TCCCGCAACGAGCGCAACCTTCGTTCTATGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGGACT
CATAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCCATCATC
ATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGTTG
CGATACTGTGAGGTGGAGCTAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGCGGT
CTGCAACTCGACCCCATGAACGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGGACTCT
CCTACTGAATACGTTTTCTGCCCGTAGTACACTGCAGCACCGTGAGTCGACGCAC
CGTTGGTATCACCCGAAGCGCGGATGGACTAACCCACTGATGGTCGTTAGCCCGT
CAATAGTGGGGGACTGGCGATGCGACGTACTCATACGCGGCGCCCTCGATAGTA
A
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GCTCGTCGGATATTGGGCGTAAGCGCGCGCAGGTGGTTCCTTAAGTCTGATGGG

AAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACGGGGGGACTTGAATGCA
CAAGAGGAAGGAGGAATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCTTATAGATTTGGAGGA
AACCCTGGGCGAAGGCTGATAATGGGTTTATGGGATTCGCTTACCTTCGCAGGTT
TGCAGCCCTTTGTACCATCCATTGTAGGCGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCA
TGATGATTTGACGTCCTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAC
AGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAATATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACT
TAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCT
GTCCCCCGAAGGGGAAAGCCCTATCTCTAGGGTTGTCACAGGATGTCAAGACCTG
GTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCCAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGG

CCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTG
CTTAATGCGTTAACTGCAGCACTAAAGGGGCGGAAACCCTCTAACACTTACCACT

CATCGTTTACGGCGTGGACTACCAAGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTT
CACGCCTCAGTGTCACTTACAGACCATAAAGTCTCCTTCTCCACTGGTGTTCCTCC
CATCTCTACGCATTTCACCGCTACACTTGGAATTCCACTTTCCTCGTCTGCACTCA

TCTTCGCCAGTTTCCAATGACCGCTCCACCAGTTGAGACGTGTTGCTTTCACATCA
GACTCATGAGAGCAACCTTCGCGCGCTCTATGCCCCATAAATGCTGCGAGAACAC

CTTGGCGAGCATACGTAATACCGGGCTGCCTGGATAGAAA
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