meswom e - UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

or

FACULTAD DE QUIMICA

N3 0oond3

_A‘\
LY
n,
QG@
o
AN % 5 B
&
YT HONOR

“EFECTO DE LA INOCULACION DE Arthrobacter
aurescens, Arthrobacter ilicis y Bacillus simplex en Nicotiana
glauca PARA LA FITORREMEDIACION DE SUELOS

CONTAMINADOS CON MERCURIO”

TESIS INDIVIDUAL

PARA OBTENER EL TiTULO DE

INGENIERO AGROQUIMICO

PRESENTA

DANIELLA SERVIN CERVANTES

DIRIGIDA POR

Dr. JUAN ANTONIO VALENCIA HERNANDEZ

SANTIAGO DE QUERETARO, QUERETARO. 2024



REPOSITORIO
INSTITUCIONAL
DGBSDI-UAQ

Direccion General de Bibliotecas y Servicios Digitales
de Informacion

@089

Efecto de la inoculacion de Arthrobacter aurescens,
Arthrobacter ilicis y Bacillus simplex en Nicotiana
glauca para la fitorremediacion de suelos
contaminados con mercurio

por

Daniella Servin Cervantes

se distribuye bajo una Licencia Creative Commons
Atribucion-NoComercial-SinDerivadas 4.0 Internacional.

Clave RI: FQLIC-236433



UNIVERSIDAD AUT()NOMA DE QUERETARO

FACULTAD DE QUIMICA

“EFECTO DE LA INOCULACION DE Arthrobacter
aurescens, Arthrobacter ilicis y Bacillus simplex en
Nicotiana glauca PARA LA FITORREMEDIACION DE SUELOS

CONTAMINADOS CON MERCURIO”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE
INGENIERO AGROQUIMICO

PRESENTA
DANIELLA SERVIN CERVANTES

DIRIGIDA POR

Dr. JUAN ANTONIO VALENCIA HERNANDEZ

Sinodales

Dr. Juan Antonio Valencia Hernandez

Director

Dra. Dalia Elizabeth Miranda Castilleja
Sinodal

Dra. Rosalia Reynoso Camacho
Sinodal

Dra. Emma Fabiola Magallan Hernandez
Sinodal



DEDICATORIA

A mis padres, Gerardo y Carolina.

A mis abuelos, a quienes les hubiera encantado verme titulada como ingeniera,
casada y feliz.



AGRADECIMIENTOS

Al universo, por darme la oportunidad de poder encontrar a gente tan maravillosa en
mi camino. A mis padres, que me han apoyado con sus palabras de aliento, sus
detalles, su paciencia y su constancia desde el dia uno cuando les conté que queria
estudiar quimica, soy la mujer de hoy gracias a ustedes, a sus ensefianzas y
caracter, gracias mama por mi lado libre y salvaje, por ensefiarme el amor a la
naturaleza y el agradecimiento a la vida, gracias papa por mi lado estudioso y el
amor a las palabras, la paciencia y dedicacién, gracias a ambos por la inteligencia y
el amor, sin amor no tenemos nada y yo lo tengo todo. Si se logro, primera ingeniera
de ambas familias.

A mi esposo, no hay cantidad de palabras en el vocabulario para poder agradecer
todo lo que hiciste y sigues haciendo por mi, gracias por toda la ayuda, desde el dia
uno que te conté que iba a comenzar esta aventura de la tesis, gracias por llevarme
a lo mas profundo de la sierra de Querétaro y meterte a una mina conmigo, gracias
por tu fuerza cuando la mia ya no podia, gracias por tu paciencia, gracias por tu
solidaridad cuando me veias cansada, gracias por los dulces detalles que me dabas
cuando mi estrés me consumia, gracias por los abrazos y los besos, gracias por ser
mi soporte y siempre darme lo mejor de ti. Mi sol y mi luna, mi confidente y mejor
amigo, mi esposo y un gran motor en mi vida, siempre viviras en mis pensamientos
y ahora en mis palabras, en mis escritos y en la eternidad de las letras.

A mi hermano, Ivan, eres un ser de luz, gracias por ser mi confidente en esta vida,
gracias por el apoyo y el gran amor que me das, gracias por tus palabras divertidas
y siempre hacerme reir, la risa es una cosa maravillosa y tu tienes el don de
provocarla sin esfuerzo. Espero que puedas seguir mis pasos en esta vida, pero
contando tu propia historia, que tomes lo mejor de mi y lo hagas tuyo, confio en ti
futuro ingeniero.

A mis amigos, en esta vida no se puede triunfar solo, y yo nunca estuve sola. Gracias
a mis primeros tres amigos de la carrera, nos unio un suefio desde el dia uno y nos
mantiene unidos hasta la fecha. Gracias Luis por ser la persona mas compasiva,
inteligente y carismatica que he conocido, no hubiéramos podido terminar la carrera
sin los cientos de dulces que comimos. Gracias David, por tu carifio y apoyo, siempre
estuviste para mi, asi como yo para ti, paso a paso hemos construido nuestro futuro,
sigue construyendo el tuyo. Gracias Sergio, tu fuiste mi primer amigo en la
universidad, recuerdo el primer dia que hablamos y después de casi 7 anos aqui
seguimos, hablando. Gracias por tu apoyo incondicional y tu sabiduria, tu bondad y
tu alegria, sigue brillando como lo hiciste ese primer dia. Y a mi amiga Liz, me has
ensefado tanto a lo largo de estos afos, nos hemos visto crecer y cambiar, hemos
cambiado tanto, de ser esas nifias de 15 anos, con suefos y aspiraciones, a unas
mujeres de 25, realizadas y felices, no puedo agradecerte todas esas veces que me
escuchaste, todas las veces que me hiciste reir, gracias por tu amabilidad y



sinceridad, soy la mujer que soy porque tuviste una gran influencia en mi, tienes un
lugar tan especial en mi corazon, gracias.

Agradezco infinitamente a mi director de tesis, Dr. Tofio, gracias por haber creido en
mi, por haberme ofrecido esta oportunidad de probarme a mi misma porque usted
sabia el alcance de mis capacidades, gracias por el tiempo y dedicacion que me
brindo, gracias por los cafés y los dulces, gracias por todo. Descubri una habilidad
que no sabia que podia explotar, el mundo de la investigacion siga impulsando a
estudiantes a hacer investigacion, es lo que necesita este mundo.

Agradezco a todas las personas que influyeron y me ayudaron en esta aventura
llamada titulacion, gracias Dr. Santiago por haber financiado mis analisis, gracias a
mis sinodales, son investigadoras que admiro con el alma, gracias a mis amigos
agros, ustedes son lo mas maravilloso que me pudo pasar, tome la mejor decision
de mi vida al ser agro y poder compartir mi vida con ustedes, gracias a las secretarias
y equipo administrativo de la universidad, por toda la amabilidad y ayuda que me
brindaron a lo largo de mi carrera, gracias a mis profesores, sigan formando mentes
y jovenes con suefos, y por ultimo, estoy eternamente agradecida conmigo misma,
por haber llegado hasta el final.



iNDICE GENERAL

INDICE DE CUADROS ......ooviiiteeeeeeete ettt ee e saeeseseste s enesneeaeseasesannnanes Vi
INDICE DE FIGURAS ......ooeoeeeeeteeeeeee et eee ettt ete e etaetean et e seenneneeaennanens viii
RESUMEN ... X
INTRODUGCCION ..ottt ettt te e etesteeatestennaseseeneareseeananens 1
1. ANTECEDENTES. ... e saassasssssnnsnsnnnnnes 5
1.1, Metales PeSAUOS ... 5
1.2.  Origen de metales pesados en el Ssuelo.............oueviiiiiiiiiiiiiiicicii e, 5
1.3, Mineria €N MEXICO.......ouuuuuiiiee et eeeeeeees 6
1.4. Contaminacion por metales pesados.........cccoeeviiiiiiiiiiiieeeceeecce e, 9
1.5, HGENEISUEIO ... 11
LS T = 1T ¢ =1 4= To [ =T T o SRR 12

L A 1 (o4 =Y 21T L= o o o ISR 14
1.8.  Nicotiana glauCa.......ccoooiieeeeeeeee 16
1.9.  Inoculacion de DacCerias ..........oooiiiiiiiiiiiie e 17
1.10. RIZODACLEIIAS ... 18

L B Vi 1 g Vo) o T Ty (= A o JA PRSP 19
142, BACIUS SPP. ..ottt et 20
2. HIPOTESIS. ... oottt ettt eeae et neeae et e eaenn e 25
X T © 1= ¥ 1 I LV @ TP 26
Xt B 7= o 1= = | 26
3.2, ESPECITICOS..cciiiiieiiiee et 26
4, METODOLOGIA ... 27
g I |V = 1 (= = 1 = URERPPPIN 27
S |V = (o To [ 1 TP URERPPPIN 28
4.2.1. Obtencién del suelo contaminado y semillas de N. glauca. .................. 28
4.2.2.  ANAIISIS & MEICUIO. .. .uuiiieeieeeieiiiiiieee e e e e e e et etaeee e e e e e e e eeeaanaaeeeeaeeeenenes 29
4.2.3. Caracterizacion del suelo (NOM-021-RECNAT-2000) .....cccceeerriiiuunnnnnn. 30
4.2.3.1. Determinacion de PH ........ oo 30
4.2.3.2. Determinacion de materia OrganiCa..................ueeueeememunimmennnniiinninnnnnns 30

iv



4.2.3.3. Determinacion de nitrdgeno inOrganicCo ............uueiieieeieeeeeeviiicieeeeeea, 30

4.2.3.4. Determinacion de textura ... 30
4.2.3.5. Determinacion de fosforo total...........cccoeeeiiiiiiiiiiii 31
4.2.3.6. Evaluacion de la capacidad de intercambio cationico (CIC).............. 31
4.2.3.7. Obtencion del extracto de saturacion. ............ccccccueeeeuiiiieiinieniiininnnnn. 31
4.2.3.8. Determinacion de la conductividad eléctrica (CE) ..........cooovvveeee..n. 31
4.2.4. Activacion de bacterias. ..., 31
4.2.5. Prueba de la relacion planta-bacteria expuestas al mercurio ............... 33
4.2.6. Conteo de bacterias utilizando el tallo y hoja............cccoevviiiiieeiiinnennn, 35
4.2.7. Conteo de bacterias €n Suelo. .......cooeeeiiieeiiiiiein 36
4.2.8.  AnNalisis €StadiStiCO .......cooiiiiiiieiiiie e 36
4.3. Disefo EXPerimental. ...t 36
5. RESULTADOS Y DISCUSION ..ottt 38
5.1. Caracterizacion de SUEIO.........ccoii i 38
ST o o 38
TR B |V =Y (=T = W o] o = o o= RS RTRRRRRRRRRN 40
ST S N[0T 1= o [ R PP 40
0.8, TEXIUMA e 41
5.6. Conductividad €lECIIICa ..........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiieiieie s 41
ST A 0TS (o] o 42
5.8. Capacidad de intercambio catidniCo ...........ccccoevviiiiiiiiiiiiiiie 43
5.9. Efecto de los micoorganismos sobre las caracteristicas morfolégicas y la
sobrevivencia de Nicotiana glauca. ... 44
5.10.  Sobrevivencia de N. glauca expuesta a Hg. .............euuvieiiiiiiiiiiiiinnnnnnnes 47
5.11. BIOMASA... .o 48
5.12.  AnalisisS MIiCrODIOIOQICOS. .....uuuuuururriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieiieeebebaeeeeaeeeaenaeeeeees 51
5.13.  Analisis del contenido de mercurio en planta y suelo. .......................... 52
6. CONCLUSIONES...... .ottt eeeeaeeeaeeaaaaaessassnsnsnsnsnnsnnnnnnnnnnnnnnnns 57
7. BIBLIOGRAFIAS ...ttt eaeen e 58



iNDICE DE CUADROS

Cuadro

10

11

12

13

Produccién minera estatal 2015-2019 (toneladas). Panorama
minero del Estado de Querétaro (Subsecretaria de Mineria,
2020).

Regiones mineras metalicos del estado de Querétaro.
Panorama minero del Estado de Querétaro (Subsecretaria de
Mineria, 2020)

Regiones mineras no metalicos del estado de Querétaro.
Panorama minero del Estado de Querétaro (Subsecretaria de
Mineria, 2020).

Principales minas en explotacion de metalicos del estado de
Querétaro. Panorama minero del Estado de Querétaro
(Subsecretaria de Mineria, 2020)

Principales formas de mercurio en la Naturaleza (Caiza-Caiza,
2018).

Especies fitorremediadoras (ECAMPA, 2019).
Taxonomia de N. glauca.

Investigaciones sobre Arthrobacter aurescens, Arthrobacter

ilicis y Bacillus simplex como PGPR.
Reactivos.
Materiales.

Caracterizacion de los jale tratados con N. glauca vy

microorganismos.
Efectos de salinidad (FAO, 2017)
Valores de CIC para suelos acidos y alcalinos (NOM-021-

SEMARNAT2000.

Vi

Pagina

12

16
16

21

27

27

38

42

43



15

Altura, numero de hojas y sobrevivencia de N. glauca inoculada

con los diferentes microorganismos del dia 1 al 120.

Trabajos sobre fitorremediaciones de Hg.

vii

54



INDICE DE FIGURAS

Figura

10

11

12
13

14

15

Mapa de potencial Geoldgico en la Republica Mexicana.
Panorama minero del Estado de Querétaro (Subsecretaria de
Mineria, 2020).

Tipos y estrategias de biorremediacion (ECAMPA, 2019).
Nicotiana glauca.

Jale minero Maconi, Querétaro (A). Mina la Negra, Querétaro.
(B).

Diagrama de flujo de disefio experimental.

Activacion de bacterias.

Arthrobacter ilicis. (A) A. ilicis en medio de cultivo; (B) Conteo

de A. ilicis.
Almacigos con perlita.

Planta de N. glauca. (A) Plantula de 3 meses; (B) Planta de 5

meses.
N. glauca inoculada con bacteria.

Planta de N. glauca sometida a analisis microbiolégicos (A).

Tallo; Planta completa (B).
Cajas Petri con agar LB.
Disponibilidad de nutrientes dependiendo del pH.

Comparacion de N. glauca a los 3 meses de edad en arena y

jale.

Fitotoxicidad en N. glauca causada por absorcién de Hg.

viii

Pagina

13
16

28

32
33

34

34

35

35

36

37
39

45

46



16

17

18

19

20

21

22
23

Biomasa de N. glauca a los cuatro meses de tratamiento. (A)
masa de raiz en fresco (g); (B) masa de raiz en seco (mg); (C)

masa de planta completa; (D) masa de tallo y hoja (mg).

Comparacion entre tratamientos. (A) Control; (B) A. aurescens;
(C) A. ilicis, (D) B. simplex; (E) Consorcio.

Plantas de N. glauca de 4 meses. (A) Control; (B) Comparacion

de control con jale sin bacteria.

UFC/cm2 en tallo y hoja de planta después de los 120 dias de

tratamiento.
UFC/g de suelo después de 120 dias de tratamiento.

Colonias bacterianas aisladas de tallo donde C3-1 fue el
control, B1-1 A. aurescens, B2-1 A. ilicis, B3-1 B. simplex 'y T1-

1 el consorcio.
N. glauca en jale Mina la Negra, Maconi.

Contenido de Hg en planta sometida a fitorremediacion.

49

50

50

51

51

52

54
56



RESUMEN

Los metales pesados son elementos quimicos que, por medio de origen geogénico
0 antropogénico se convierten en los contaminantes mas abundantes y comunes en
los suelos. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la capacidad de extraccion y
fijacion de mercurio de Nicotiana glauca en simbiosis con las diferentes bacterias
Arthrobacter aurescens, Arthrobacter ilicis y Bacillus simplex, las cuales fueron
aisladas de jales mineros en la zona de Maconi, Querétaro. El trabajo se llevo a cabo
con un control y 5 tratamientos, los cuales fueron plantas inoculadas con
Arthrobacter aurescens, Arthrobacter ilicis, Bacillus simplex, plantas inoculadas con
el consorcio de las 3 bacterias, plantas sin inoculacion de bacterias. Se inocularon
las plantas con 1 mL de las rizobacterias una vez por semana durante cuatro meses.
Se evalud la cantidad de mercurio extraida por la planta presente en el suelo y la
cantidad de microorganismos presentes en suelo-planta mediante la realizacién de
analisis bioquimicos. Como resultados obtenidos, las bacterias cambiaron las
propiedades quimicas del suelo, disminuyendo su pH y por consecuente
aumentando la materia organica, la conductividad eléctrica y la capacidad de
intercambio catidnico. Se obtuvo un valor de 79 mg/kg de Hg inicial en el jale y no
hubo una diferencia significativa para los resultados con tratamientos. En cuanto a
la fijacion de Hg en la planta, se destacd A. ilicis con el mayor valor de 1.4033 mg/kg.
Para los resultados de masa de raiz, el unico tratamiento que tuvo un resultado
significativo fue en control, quien ademas tuvo el 100% de sobrevivencia. Se pudo
concluir con este trabajo que las bacterias Arthrobacter aurescens, Arthrobacter ilicis
y Bacillus simplex demostraron ser parte esencial para la fijacion de Hg en la
biomasa de Nicotiana glauca, ademas de que también indicaron ser el factor
principal de la sobrevivencia de la planta, ayudandole con el estrés ocasionado por
la fitotoxicacion.



INTRODUCCION

La definicién de suelo depende de qué area de interés se esté abordando. Para la
ingenieria civil es el material sobre el cual se construye, para la ecologia es una capa
delgada de la tierra que se encuentra entre la atmosfera y la roca, que sostiene la
vida en los ecosistemas terrestres. Para la edafologia es un cuerpo natural que
consiste en capas (horizontes del suelo) compuestas por roca madre, minerales,
materia organica, agua y aire. Sin importar de cual sea la definicidn que escojamos,

el suelo es crucial para la vida y el desarrollo humano (SEMARNAT, 2012).

México cuenta con una gran diversidad de suelos ya que existen 26 de los 32 grupos
de suelos reconocidos por el Sistema Internacional Base Referencial Mundial del
Recurso Suelo, siendo los Leptosoles con un 28.3% del territorio los mas dominantes
(SEMARNAT, 2012). A pesar de contar con esta magnifica diversidad, un gran
porcentaje del suelo se encuentra contaminado, se estima que 4.1 millones de m?
estan contaminados por distintos tipos de residuos peligrosos ocasionados por
actividades de industria, actividades de mineria, accidentes durante el
almacenamiento, transporte o transvase de sustancias y la disposicion clandestina
e irregular de residuos (Programa Nacional de Remediacién de Sitios Contaminados,
2021).

Dentro de los contaminantes que se consideran preeminentes en México debido a
su persistencia en el ambiente y su alta toxicidad se encuentran: plaguicidas
organoclorados, furanos, hexaclorobenceno, bifenilos policlorados, cadmio, plomo
cromo y mercurio (INECC, 2007). El enfoque directo de este trabajo son los suelos
contaminados con mercurio por la industria minera. La mineria es una de las
actividades econdmicas mas esenciales para México, ya que representa el inicio de
todas las cadenas productivas industriales ademas de generar 379,000 empleos
directos y 2.27 millones de empleos indirectos (CAMIMEX, 2020). La mineria en
Meéxico es uno de los sectores econdmicos mas regulados de las actividades
economicas del pais, contando con un marco regulatorio que abarca desde el

articulo 27 constitucional con una ley minera, un reglamento de ley minera, 27



diferentes leyes y sus reglamentos, 9 Normas Oficiales Mexicanas hasta 59

articulos, sanciones especificas y articulos transitorios (Ley minera, 2022).

El mercurio (Hg) tiene numerosos efectos sobre la salud de las cuales se destacan
la toxicidad cardiovascular, la neurotoxicidad, la nefrotoxicidad, la inmunotoxicidad y
la carcinogenicidad (ONU, 2022). EI mercurio se libera al ambiente a partir de la
erosion de las rocas que lo contienen, llegando asi a aguas superficiales y
subterraneas, aire y suelo. Las concentraciones de mercurio en suelos no
contaminados oscilan entre 0.02 y 0.04 mg/kg (Camargo-Garcia, 2014). La
Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales y la Secretaria de Salud
establecen una concentracion maxima de 23 mg/kg para suelos de uso agricola,
residencial y comercial, mientras que 310 mg/kg para suelos de uso industrial (NOM-
147, 2007). Estas concentraciones varian tanto por la contaminacién antropogénica
como por las propiedades fisicoquimicas del suelo tales como el pH, la conductividad
eléctrica, la materia organica, los iones cloro y los 6xidos de Fe y Mn (Lominchar y
col., 2010). Reportes ambientales indican que en México podrian existir millones de
toneladas de jales disgregados a lo largo del territorio mexicano, siendo los estados
de Zacatecas, San Luis Potosi, Guerrero, Sonora y Querétaro los que presentan una

mayor contaminacioén por Hg (Covarrubias y col., 2017).

El pH es uno de los factores mas importantes dado que afecta la especiacion y
estabilidad del mercurio en el suelo. La mayoria de las especies de mercurio estan
cargadas positivamente a un pH bajo y a medida que este va aumentando las formas

hidroxiladas son las predominantes (Lominchar y col., 2010).

La fitorremediacién se basa en el uso de plantas y microorganismos asociados con
ellas, asi como las técnicas agrondmicas y enmiendas de suelos capaces de liberar
o transformar a los contaminantes de la matriz del suelo en compuestos inocuos y
estables (Haro-Altamirano y col., 2020). Entre los microorganismos del suelo que
pueden ser utilizados para la fitorremediacion se encuentran las rizobacterias
promotoras del crecimiento de plantas, las cuales la mayoria toleran naturalmente a
los metales pesados y son capaces de acumularlos, ayudando asi a las plantas a

contrarrestar sus efectos (Hernandez-Carrillo, 2022). Bacterias de los géneros



Rhizobium,  Agrobacterium, Arthrobacter, Microbacterium, Curtobacterium,
Rhodococcus, Xanthomonas y Pseudomonas, han mostrado resultados

prometedores al ser empleados en la fitorremediacion (Covarrubias y col., 2017).

En general se utilizan plantas con alta biomasa para extraer los metales pesados del
suelo al absorberlos en el tejido vegetal cosechable. La efectividad de este método
depende principalmente de la biodisponibilidad de los contaminantes para las raices
y los procesos de acumulacion, traslocacion y absorcion (Tafur y col., 2019). La
fitorremediacion llega a ser exitosa cuando las especies de plantas utilizadas pueden
absorber y almacenar concentraciones altas de contaminantes (Delgadillo-Lopez y
col., 2011).

La acumulacion de metales pesados en las plantas produce respuestas bioquimicas
y fisioldgicas significativas, existiendo una relacion directa entre las caracteristicas
del suelo, las caracteristicas bioquimicas de la planta y la concentracion de metales
pesados (Tafur y col., 2019). Son de interés para la fitorremediacion las plantas que
crecen en sitios mineros activos o abandonados, ya que son geneéticamente
tolerantes a altas concentraciones de metales pesados y por lo tanto su uso puede

aumentar la efectividad del método (Coto y col., 2012).

Una de las plantas que se encuentran en casi todo México y principalmente en zonas
mineras Yy sitios de eliminacion de residuos es Nicotiana glauca, la cual es una planta
perenne que pertenece a la familia de las solanaceas. Nicotiana glauca ha sido
utilizada una infinidad de veces para la fitorremediacion de suelos contaminados por

B, Cd, Pb, sin embargo, los trabajos con Hg son escasos (CarrilloHernandez, 2022).

Por lo tanto, la siguiente tesis esta dirigida a la fitorremediacién con N. glauca de
suelos mineros (jales) ubicados 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", que se encuentran contaminados con mercurio.

La presente investigacion tiene como tema principal al suelo, la razén para realizar
este trabajo es la gran explotacion de suelos mineros que se ha tenido a lo largo de
los aflos en México, dando como resultado miles de metros cuadrados de suelo

contaminado y de acuerdo con el profesor Gilberto Hernandez Silva, investigador del

3



Instituto de Geociencias de la Universidad Autonoma de Meéxico, dejando al
municipio de San Joaquin como el mas contaminado por mercurio en todo México
(De la Torre, 2017). Al poder fitorremediar esta gran cantidad de suelo que es
considerado como “suelo muerto” o “suelo perdido”, estos podrian tener un segundo
uso y con mayor seguridad. Por ultimo, se les podria dar una mejor calidad de vida
a los habitantes de estas comunidades, ya que estan expuestos directamente a este

metal pesado, causando enfermedades y una estimacion de vida mas corta.



1. ANTECEDENTES

1.1. Metales pesados

El término “metal pesado” se puede definir de varias maneras, estos son un grupo
de elementos quimicos los cuales principalmente son metales de transicién,
semimetales, lantanidos y actinidos (Hernandez-Carrillo, 2022). Algunas de las
maneras en las que se pueden clasificar son mediante el peso atdmico y la densidad;
el cual define a un metal pesado como un elemento quimico comprendido entre
63.55 (Cu) y 200.59 (Hg) UMA con una densidad entre 4 g/cm?® hasta 7 g/cm>.
(Ministerio para la transicion ecolégica y el reto demografico, s.f.; Rodriguez Heredia,
2017).

Debido al caracter acumulativo y de permanencia que tienen los metales, éstos se
encuentran en los diversos compartimentos ambientales como aire, agua, suelos,
flora y fauna. No todos los metales de densidad alta son toxicos en concentraciones
normales sin embargo hay una serie de metales pesados mas conocidos por su
tendencia a representar serios problemas medioambientales, los cuales son:
mercurio (Hg), plomo (Pb), cadmio (Cd) y talio (Tl), asi como el cobre (Cu), zinc (Zn)
y cromo (Cr) (Ministerio para la transicion ecologica y el reto demografico, s.f.; Reyes
y col., 2016).

1.2. Origen de metales pesados en el suelo

Los metales pesados en el suelo pueden tener un origen de naturaleza geogénica o
antropogénica. Cuando se habla de un origen natural las concentraciones de
metales se atribuyen completamente a la composicion de los diferentes minerales
presentes en el suelo, mientras que cuando se habla de metales con un origen
antropogénico las concentraciones son mayores a las correspondientes con su
composicién geoquimica y estas son resultado de las diferentes actividades del
hombre como la agricultura, la mineria y la industria (UNAM, Metales pesados en el

suelo, s.f).



1.3. Mineria en México

La historia de la mineria es la historia de México, dado que, para los espanoles, las
riquezas minerales fueron el motor de la conquista de Nueva Espafia. Durango,
Chihuahua, Guanajuato, Monterrey, Pachuca, San Luis Potosi y Zacatecas,
capitales de siete estados de la Republica Mexicana, fueron fundadas vy
desarrolladas gracias a su riqueza y actividad minera y metalurgica. Entre 1534 y
1553, los colonizadores descubrieron y desarrollaron cinco grandes centros mineros:
Guanajuato, Real del Monte Pachuca, Taxco, Santa Barbara y Fresnillo
(GEOMIMET, 2019).

Se estima que Guanajuato produjo dos tercios de la produccion mundial de plata y
buena cantidad de oro a lo largo de la historia. Después de casi 500 afos de
explotacion, los cinco centros mineros en 2005 aun se encontraban activos y
participaron substancialmente en los 103.3 millones de onzas de plata que produjo
México en ese afio (GEOMIMET, 2019). En la Figura 1 se presenta un mapa del

potencial minero en la Republica Mexicana.

Figura 1. Mapa de potencial Geoldgico en la Republica Mexicana. Panorama

minero del Estado de Querétaro (Subsecretaria de Mineria, 2020).

El sector minero-metalurgico en México contribuye con el 2.3 por ciento del Producto
Interno Bruto nacional. Este sector represento el 8.3% del Producto Interno Bruto
(PIB) industrial y el 2.3% del PIB Nacional de acuerdo con cifras del Instituto Nacional
de Estadistica y Geografia (INEGI), en 2020 (Secretaria de Economia, 2022).



Con respecto a la actividad minera en el estado de Querétaro, se encuentran varios
tipos de yacimientos minerales pero los mas destacados son los de San Martiny La
Negra, ubicados en los municipios de Colén y Cadereyta de Montes; San Martin
cuenta con mineralizacion de oro y planta, mientras que La Negra tiene presencia
de plata, oro, plomo, cobre y zinc. También en una menor escala se encuentran
yacimientos que contienen minerales preciosos y basicos alojados en vetas, asi
como fluorita, antimonio y mercurio (Secretaria de mineria, 2020). En el Cuadro 1

se presenta el volumen de la produccidon minera estatal del estado de Querétaro.

Cuadro 1. Produccién minera estatal 2015-2019 (toneladas). Panorama minero del

Estado de Querétaro (Subsecretaria de Mineria, 2020).

PRODUCTO(t) | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019
Metalicos
ORO 557 458 445 788 395
PLATA 115,465 | 37,359 | 20,159 | 33,516 4,135
COBRE 287 2,049 1,052 3,789 -
PLOMO 699 1,911 5,603 787 -
ZINC 537 5,909 6,148 7,050 -

No Metalicos
AGREGADOS 7,168,280 | 6,989,390 | 7,885,916 | 7,424,180 | 40,218,336

PETREOS

ARENA 1/ 272,730 25,079 37,939 7,939 31,139

ARENA 2/ 477,000 370,000 370,000 370,000 532,000
CALIZA 1,330,000 | 1,400,000 | 6,466,070 | 1,270,000 | 2,241,000
CAOLIN 130,000 120,000 70,500 120,000 135,000

GRAVAS 1/ 105,000 30,105 150,090 - 450,090
ROCAS 157,018 593,160 563,470 562,670 693,670

DIMENSIONABLES
TEPETATE 40,000 - - - 688,000

Santiago de Querétaro cuenta con 9 regiones mineras agrupadas de acuerdo con su
importancia, las cuales se dividen dependiendo del tipo de mineralizacién, en donde
podemos encontrar dos divisiones: regiones mineras metalicos y regiones mineras
no metalicos (Secretaria de mineria, 2020). En los Cuadros 2 y 3 se presentan las
divisiones de regiones mineras y en el Cuadro 4 las principales minas en explotacion

del estado de Querétaro.



Cuadro 2. Regiones mineras metalicos del estado de Querétaro. Panorama minero

del Estado de Querétaro (Subsecretaria de Mineria, 2020).

. ZONA O DISTRITO TIPO DE
REGION MINERA MINERO SUSTANCIA YACIMIENTO
1. Animas
. 2. Rio Blanco Au, Ag, Pb, Mgntos y
l.- Pinal de Amoles 3. El Soyatal chimeneas, zonas
Zn, Hg, Sb
4. Plazuela de skarn, vetas
5. Bucareli
6. Maconi
7. Santo Entierro Chimeneas, skarn,
, Ag, Pb, Zn,
II.- San Joaquin 8. San Juan Mantos
Cu, Au, Hg ) .
9. Nepomuceno diseminados
10. Calabacillas
11.San Martin Chimenea, veta,
lIl.- Bernal 12.San Antonio Au, Ag mantos
IV.- Querétaro 13.San Pedrito Au, Ag Vetas, masivo

Cuadro 3. Regiones mineras no metalicos del estado de Querétaro. Panorama

minero del Estado de Querétaro (Subsecretaria de Mineria, 2020).

REGION MINERA

ZONA O DISTRITO MINERO

SUSTANCIA

V.- Cadereyta

1. Marmoles Vizarréon

Marmol, carbonato
de calcio

2. Caleras y rocas

VI.- Bernal : . Calizas
dimensionables
3. Opalifero:
) Tequisquiapan . . .
VII.- Coldn 4. Caolin: Ezequiel Opalo, Caolin, Sillar
Montes
VIII.- Querétaro . Materl?les de ornato Canteras
6. La Canada
Roca
IX.- Amealco 7. Amealco dimensionables y

sillar




Cuadro 4. Principales minas en explotacion de metalicos del estado de Querétaro.

Panorama minero del Estado de Querétaro (Subsecretaria de Mineria, 2020).

No. | MINA COMPANIA MUNICIPIO PRODtlIJ:CION SUSTANCIA
Compainiia Pena
san de Bernal, S.A. de Coldn
1 , C.V. (Starcore 850 Au, Ag
Martin .
International
Mines LTD)
La Minera La Negra Cadereyta
2 Negra (Aucana Corp.) 2000 Ag, Pb, Zn
. Minerales Sierra .
g |[Mina ) o da SA. de Pinal de N/D Au, Ag, Pb
Grande C\V Amoles

N/D: No disponible.
1.4. Contaminacion por metales pesados

Se considera a un suelo contaminado a aquel cuyas caracteristicas fisicoquimicas y
biolégicas han sido modificadas de manera negativa (aumento en la concentracion
de contaminantes) de tal forma que se ha superado su capacidad de amortiguacién
y COmMO consecuencia, pasa de actuar como un sistema protector del reino Plantae
a ser la causa de una gran variedad de problemas, como son de desarrollo,
reproduccion e inclusive modificaciones genéticas. Estos contaminantes pueden
llegar al suelo por consecuencia de actividades naturales y humanas. Estas
sustancias pueden polucionar la capa superior o interior del suelo, dado que pueden
ser consignados por depdsitos naturales, vertederos antrépicos o lluvia, pudiendo

volatilizarse, biodegradarse o infiltrarse en el suelo (Barrio-Vega, 2018).

La contaminacién del suelo genera impactos en el hombre, asi como en los
ecosistemas; dependiendo de los origenes y los tipos de polutos que se encuentren
en él los contaminantes provocan consecuencias tanto a corto como a largo plazo y
estas tienen un origen especifico (natural o antropogénico). Los de origen natural
incluyen: erupcién volcanica, incendios naturales, deposiciones, productos de
reacciones quimicas (Barrio-Vega, 2018). Los de origen antropogénico abarcan a

los productos o subproductos derivados actividades del hombre (agricola, industrial,
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urbana). Existen contaminantes organicos e inorganicos y su toxicidad puede
provenir de una fuente primaria (de una fuente original) o secundaria (si proviene de

alguna transformacion en el interior del suelo) (Barrio-Vega, 2018).

La contaminacion del suelo puede ser resultado de actividades involuntarias o
planeadas. Estas actividades pueden incluir desde procesos ambientales que
pueden llevar una contaminacion indirecta del suelo ya sea a través del agua o de
la disposicién atmosférica, asi como la introduccién directa del contaminante al
suelo. La contaminacién de suelos puede tener un origen puntual o difuso, cuando
se habla de una contaminacion puntual, ésta es causada por un evento especifico o
una serie de eventos los cuales se llevan a cabo dentro de un area determinada en
la que los contaminantes se liberan en el suelo y la fuente e identidad de la

contaminacion puede ser identificada con facilidad (Rodriguez-Eugenio y col., 2019).

Las principales fuentes de contaminacién de tipo puntual son las actividades
antropogénicas, entre las cuales se destacan la eliminacion inadecuada de
desechos y aguas residuales, los vertederos no controlados, el uso excesivo de
agroquimicos y la mineria, la cual se realiza usando normas ambientales poco aptas
y que dan como resultado una contaminacion de metales pesados en muchas

regiones del mundo (Rodriguez-Eugenio y col., 2019).

Al contrario de la contaminacién puntual, la contaminacién difusa se propaga por
areas muy extensas acumulandose en el suelo, no se tiene una fuente Unica y no es
facilmente identificable. Este tipo de contaminacion se presenta donde hay emision,
transformacién y dilucibn de contaminantes en otros medios provocando su
transferencia al suelo, dado que implica el transporte de los contaminantes a través

de sistemas de aire-suelo-agua (Rodriguez-Eugenio y col., 2019).

La contaminacién por metales pesados tiene un origen industrial puesto que la
concentracion de metales pesados en los suelos deberia de tener un origen
unicamente natural en funcién de la composicion litoldgica y de la edafogénica que
dan lugar al suelo, determinando asi la cantidad de metales de manera natural.

Empero con la actividad humana se ha incrementado la concentracion de estos
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metales en el suelo, siendo esta la causa de las concentraciones toxicas detectadas

en el mismo (Barrio-Vega, 2018).

Existen diversas actividades las cuales incrementan las cantidades de metales

pesados en el suelo, las principales son:

» Actividades de mineria y fundicion: El proceso de mineria conlleva una serie
de operaciones que pueden producir contaminacién, ya sea el polvo originado
en estas actividades o en capas superiores de suelos minerales donde se

encuentran altas concentraciones de Cu, Ni, Se, Fe y Hg (BarrioVega, 2018).

* Generacién de electricidad: La combustién de carbdén genera deposicion de
metales en suelos y la de petrdleo puede ser fuente de plomo, niquel y
vanadio (Barrio-Vega, 2018).

+ Las fabricas de acero generan una emision de metales como el niquel, las de
baterias emiten cantidades considerables de plomo. Los metales asociados
con areas altamente industrializadas incluyen Cd, Cr, Fe, Pb, Zn y Hg (Barrio-
Vega, 2018).

1.5. Hgen el suelo

El mercurio es un metal liquido a temperatura ambiente con una densidad de 13.53
g/cm3y una solubilidad en agua de 6x10-°g/L a 25 °C. No es un buen conductor del
calor, pero si de la electricidad y es sumamente volatil (Punto de volatilizacion:
1,22x103 mm a 20 °C), produciendo vapores incoloros e inodoros a partir de los 13
°C. Tiene una tensidn superficial de 0.51 N/m y una viscosidad de 0,016 Poises a 20
°C, dandole la caracteristica de una facil aleacién con otros metales (amalgamas)
(Caiza-Caiza, 2018).

El mercurio presenta tres estados de oxidacion estables: elemental Hg® (0),
mercurioso Hg2%* (1) y mercurico Hg?* (Il). El estado elemental del Hg no es frecuente
en la naturaleza, sin embargo, las otras formas del Hg pueden transformarse en Hg°.
Bajo condiciones ambientales estandar el estado mercurioso Hg2?* es raramente
estable y cuando se encuentra en forma i6nica puede formar compuestos organicos

e inorganicos, asi como sulfuros y sulfosales estables (Caiza-Caiza, 2018).
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El mercurio se pude presentar de diferentes maneras en la naturaleza, pero las

principales formas se presentan en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Principales formas de mercurio en la Naturaleza (Caiza-Caiza, 2018).

Forma Elemental

Formas inorganicas

Formas organicas u

organomercuriales

HgS CHsHg
HgO (CHas)2Hg
Hg°
HgCl2 CHsHgClI
Hg(OH)2 CHsHgOH

Las fuentes de mercurio en el suelo pueden tener un origen natural (formando parte
de las rocas, principalmente como sulfuros, en la actividad volcanica y minerales) o
antropogénico (explotacion de depdsitos naturales, procesos industriales, practicas
agricolas, combustiéon de calderas alimentadas por carbdn, petréleo y vertidos)
(Caiza-Caiza, 2018).

La especiacion y su interaccion con las caracteristicas del suelo y sus componentes
influyen en la transferencia del mercurio entre los distintos compartimientos
ambientales. Presenta una gran afinidad por la materia organica, por ello se acumula
en mayor medida en el horizonte superior y se encuentra fuertemente asociado a los
grupos SH- contenidos en esta; de igual forma, con los ligandos OH- y CI y los
minerales arcillosos, por lo que la captacién por parte de las raices de las plantas
depende completamente de su disponibilidad en el suelo (Durango y col., 2010). La
disponibilidad del mercurio en el suelo se encuentra determinada por factores
fisicoquimicos como temperatura, humedad, pH, permeabilidad y presencia de

aceptores de electrones (Durango y col., 2010).
1.6. Biorremediacién

La biorremediacion es un proceso en el cual se utilizan organismos, normalmente
plantas o bacterias, para eliminar o reducir contaminantes en el medio ambiente
(ECAMPA, 2019).
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Los métodos actuales de biorremediacién abarcan procesos aerobios, anaerobios y

fisicoquimicos. Para realizar estas estrategias en suelos y aguas, se comienza con

un estudio previo sobre la conveniencia técnica y econdmica, haciendo énfasis en el

impacto ambiental generado a partir del proceso seleccionado (ECAMPA, 2019); los

cuales se describen en la Figura 2.

Tipo de
organismo

/

Degradaciéon enzimatica:

Uso de enzimas obtenidas
de microorganismo 0
bacteria modificadas
genéticamente.

Remediacion microbiana:

Uso de microorganismos
directamente en el foco de
-1 la contaminacién. Estos
microorganismos  pueden
existir en ese sitio o provenir
de ofros ecosistemas.

Fitorremediacion:

Uso de plantas para limpiar
ambientes contaminados.

\

Tecnica
éioaumentacibn: Préctica dt;'\
incrementar la poblacién microbiana

—| en la superficie de suelo no contaminado

nativas de un ecosistema con la adicion
de microcrganismos adaptados
selectivamente y con capacidad de
degradar el contaminante de interés.

Bioestimulacién: Esta técnica modifica
condiciones del suelo (nutrientes,
aireacion, pH, humedad, entre otros) para
estimular los microorganismos nativos.

Landfarming: Aplicacion de
contaminantes o residuos contaminados

para degradacion. E| suelo arado para
promover la mezcla uniforme de los
contaminantes y aireacion.
Bioventilacion: Estimulacion microbiana
por medio de adicién de gases como
Oxigeno y metano para aumentar la
actividad microbiana y descompositora.
Compostaje: Uso de microorganismos
termofilicos aerobios en pilas construidas

Lugar \

La biorremediacidn se puede
realizar in situ o ex situ.

in situ:

Actividad degradativa de
organismos  que  estan
presentes en un
lugar contaminado a
través del suministro de
nutrientes (bioestimulacion) o
por inoculo (bicaumentacion).

ex situ:

El contaminante as
transportado a una planta de
procesamiento donde se trata
en reactores con
Microorganismos

degradadores especializados.

- J

para degradar el contaminante. /

Figura 2. Tipos y estrategias de biorremediacion (ECAMPA, 2019).

La biorremediacion puede ser considerada como una herramienta enfocada en la

explotacion de las actividades bioldgicas para la mitigacién, y con la posibilidad

de la eliminacion completa de los efectos nocivos causados por contaminantes

ambientales en sitios determinados. Esta herramienta puede llevarse a cabo

mediante el uso de diversos organismos desde bacterias hasta plantas. Se

consideran a las actinobacterias como primera opcion de organismo a utilizar en

procesos de biorremediacion por su gran potencial como degradadoras (Brutti y

col., 2018).
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1.7. Fitorremediacion

La palabra fitorremediacion proviene del latin y significa planta que remedia, existen
gran cantidad de plantas que crecen naturalmente o plantas genéticamente
modificadas empleadas en la remediacion ambiental. La fitorremediacion ha ganado
impacto dentro de la comunidad cientifica dado que a lo largo de los afos se ha
aumentado el interés en desarrollar tecnologias limpias, seguras, de bajo costo y
con poco impacto ambiental (ECAMPA, 2019). El desarrollo de esta tecnologia
enfocada a la restauracién de la estructura y funcién de los suelos se encuentra en
expansion, dado que su aplicacion es menos costosa e invasiva que los
mecanismos de remediacion fisicoquimicos (Brutti y col., 2018). Considerando esta
iniciativa de una técnica menos costosa, la fitorremediacion es ideal dado que la
energia motora para para su proceso es impulsada por el sol, siendo una técnica
rentable e innovadora al utilizar plantas para la extraccién, degradacion, contencion
e inmovilizacion de agentes contaminantes en el ambiente (Torres-Gonzales y col.,
2021).

Existen diferentes tecnologias de fitorremediacion, las cuales se caracterizan por
tener mecanismos particulares para la remediacidn de contaminantes ya sea en
agua, suelos o sedimentos. Se clasifican a las tecnologias de fitorremediacién en

cinco grupos principales:

» Rizofiltracién: las plantas toman los metales del agua y los retienen a través
de las raices, las cuales deben tener alta biomasa, area superficial amplia y
tolerancia a excesos de metales. Esta técnica es de facil manejo y bajo costo
de mantenimiento, genera pocos residuos secundarios y sirve para remediar
varios metales como Pb, Cr, Ni, Cd, Cu, V y radionucleidos como Sr, U, y Cs,
entre otros y actua como tamiz para atrapar sélidos en suspension (ECAMPA,
2019).

» Fitoestabilizacion: las plantas modifican los metales toxicos en una forma no

téxica, reduciendo el riesgo medioambiental. Esta técnica puede ser utilizada
para estabilizar desechos y prevenir las vias de exposicidon a través del agua

y la erosion eolica. Proporcionan un sistema hidraulico que reduce la
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lixiviacion vertical de contaminantes en el agua subterranea y la raiz reduce
la movilidad por adsorcion y fijacion quimica de los contaminantes fisicos y
quimicos (ECAMPA, 2019).

+ Fitovolatizacién: las plantas son usadas para absorber metales toxicos y

transformarlos en menos volatiles y toxicos, formados por el proceso de
transpiracion. Mediante esta técnica pueden ser volatilizados metales como
Hg, As y Se (ECAMPA, 2019).

» Fitodegradacién o fitotransformacion: las plantas son usadas para degradar

contaminacion organica por medio de sus propios procesos metabdlicos y
con asociacion de la rizosfera microbial. Las enzimas de las plantas estan en
relacion con la rizosfera donde los microorganismos juegan un importante
papel en la degradacion y trasformacion de contaminantes. Se han
identificado enzimas en zonas de la rizosfera de la planta de sedimentos y
suelos como nitro reductasa, laccasa, peroxidasa, dehalogenasa y nitritos.
Pueden ser remediados contaminantes organicos como solventes
clorinados, insecticidas, herbicidas y nutrientes organicos (ECAMPA, 2019).

» Fitoextraccion: esta técnica es la mas conocida, esta toma los contaminantes

por las raices, los trasloca y acumula en las partes que se cosechan de la
planta. Después de la maduracién son cosechadas y esta biomasa es
descargada en contenedores o vertederos herméticos. Con este proceso se
remueven metales tales como Pb, Cd, Cu, Cr, Ni y V de los suelos
contaminados (ECAMPA, 2019).

Existen especies de plantas las cuales son propuestas para la fitorremediacién por
poseer las caracteristicas para la remediacion y manejo de un amplio rango de sitios
y tipos de contaminantes. En el Cuadro 6 se presentan algunas de las especies

mas utilizadas por su nivel de tolerancia.
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Cuadro 6. Especies fitorremediadoras (ECAMPA, 2019).

Nombre de la

. Familia Tolerancia Uso econémico
especie
Vetiveria zizanioides | Poaceae Alta tolerancia Aceite esencial
Mentha piperita L. Lamiaceae Tolerante Aceite esencial

Ricinus communis

Euphorbiaceae

Alta tolerancia

Biodisel

Leucena Fabaceae Tolerante Pulpa de madera
leucocephala

Gmelina arborea Verbenaceae Tolerante Maderable

Salix spp. Salicaceae Tolerante Maderable
Jasminum Oleaceae Alta tolerancia Floricultura
Auriculatum

Nerium oleander Apocynaceae Tolerante Floricultura

1.8. Nicotiana glauca

Originaria de Argentina y Bolivia, Nicotiana glauca Graham, también conocida como
palan palan o falso tabaco es una especie del género Nicotiana, del mismo género
que el tabaco y perteneciente a la familia de las Solanaceas, se presenta su

taxonomia en el Cuadro 7 y las flores de la planta en la Figura 3 (Imbargo, 2021).

Cuadro 7. Taxonomia de Nicotiana glauca.

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Subfamilia Nicotianoideae
Figura 3. Inflorescencia de Triow Nicotianeae
Género Nicotiana
Nicotiana glauca' Especie Nicotiana glauca
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N. glauca es un arbusto o arbol pequefio con tallos de 6 m, ramificados, glabros y
hojas ovaladas, elipticas u oblongadas. Una inflorescencia helicoide que se agrupa
en disposicion paniculiforme, con flores actinomorfas, hermafroditas, bracteadas,

con una corola tubular-infundibuliforme de color amarillo (Imbargo, 2021).

N. glauca no es un cultivo de interés agricola, ya que rara vez se cultiva, pero crece
con mucha frecuencia de manera silvestre en bordes de camino, baldios o casas
abandonadas. El falso tabaco tiene propiedades insecticidas, fungicidas vy
nematicidas por lo que es comunmente utilizado como insecticida debido a los
alcaloides nicotina, nornicotina y anabasina que se encuentran presentes en ella
(Imbargo, 2021). Ademas de su uso como insecticida, N. glauca ha presentado
resultados favorables como planta fitorremediadora dado que se encuentra en sitios
de eliminacion de residuos solidos industriales, agricolas y mineros, dandole la
capacidad de resistir elevadas concentraciones de Pb, Cd, Zn, Ca y Co (Macias,
2018).

1.9. Inoculacién de bacterias

La microbiologia es la rama de la biologia que se encarga del estudio de los
microorganismos, los cuales son seres vivos pequefios también conocidos como
microbios. Se consideran microbios a todos los seres vivos microscoépicos, estos
pueden estar constituidos por una sola célula (unicelulares), asi como pequefos
agregados celulares formados por células equivalentes (sin diferenciacion celular);
estos pueden ser eucariotas (células con nucleo) tales como hongos y protistas,

procariotas (células sin nucleo definido) como las bacterias (Musto y col., 2018).

La degradacién en condiciones naturales esta mediado principalmente por las
bacterias o los hongos. Las bacterias son el grupo mas utilizado en procesos de
biorremediacién dado que son los microorganismos con mayor diversidad, tienen
caracteristicas de metabolismo y crecimiento rapido, plasticidad genética y su gran
adaptacion a una gran variedad de condiciones y cambios ambientales (Montero y
col., 2014).
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La interaccion planta-microorganismo es una de las técnicas mas empleadas en la
actualidad para fitorremediar suelos contaminados. La inoculacion de plantas con
bacterias degradadoras es una de las estrategias para mejorar los procesos de
remediacion. Un inoculante bacteriano es una formulacién que comprende una o
mas cepas bacterianas de caracter benéfico, de facil uso y econémico (Montero y
col., 2014).

Existen diversos métodos para introducir bacterias en las plantas como la
inoculacioén de la semilla, empapar el suelo, aspersion foliar e inmersién de la raiz.
Los métodos de inoculacion de bacterias requieren de un vehiculo que pueda liberar
el indculo al suelo y permitir que las células se puedan incorporar a este (Azfal y
col., 2012).

1.10. Rizobacterias

En el afio 1978 la expresién Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal
(PGPR por sus siglas en inglés) fue recopilada por J. W. Kloepper y M. N. Schroth,
la cual describe a las bacterias que se encuentran en la rizosfera y promueven el
crecimiento de las plantas por medio de una variedad de mecanismos, ademas de
reducir la incidencia de enfermedades (Bashan y col, 2014). Las PGPR
desempenan efectos benéficos en el desarrollo de las plantas, estas pueden influir
en mecanismos directos como la fijacién de nitrégeno atmosférico, la concentracion
o produccion de hormonas vegetales y la solubilizacion de minerales, asi como en
mecanismos indirectos como la produccién de metabolitos antifungicos, actividad
litica, resistencia sistémica, desplazamiento y competencia (Castafio y col., 2019).
Entre los géneros microbianos mas estudiados de este grupo se destacan
Pseudomonas, Enterobacter, Bacillus, Variovorax, Klebsiella, Burkholderia,
Azospirillum, Serratia, Azotobacter y Trichoderma (teleomorfo Hypocrea) (Cruz y
col., 2021).

La actividad de estas rizobacterias generalmente inicia con mecanismos de
quimiotaxis, ayudando a las bacterias gracias a los flagelos, quimiorreceptores y
sistemas de regulacion codificados genéticamente a dirigirse a una zona donde

existe una cantidad de sustancias alimenticias disponibles. Estos factores tienen un
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gran impacto sobre la habilidad de las bacterias de colonizar la rizosfera y mantener
la comunicacion entre las células de la raiz y los microorganismos que se
encuentran en el suelo (Camelo y col., 2011). Las bacterias que son capaces de
lograr esta interaccion con la raiz son atraidas a ella mediante sustancias que
ocasionan el desplazamiento de la bacteria hacia el rizoplano de la planta y de esta

forma inician la relacion de beneficio mutuo (Camelo y col., 2011).

En las ultimas décadas ha ido en aumento el interés por este grupo de bacterias
dado su potencial para la estimulacién del crecimiento en cultivos o como agentes
de biocontrol y ultimamente por su uso prometedor en la biorremediacion de suelos,
recuperacion de ecosistemas y reforestacion. Se ha demostrado que estas
bacterias tienen una gran influencia y efecto en diversos cultivos, como por ejemplo
en el crecimiento del trigo, en su uso como biocontroles en la soja, en su influencia
para estimular el crecimiento de plantas en condiciones de estrés, tanto salinidad
como concentraciones altas de metales pesados y se han llegado a utilizar como

biocontroles de nematodos (Posada y col., 2019).

Estas bacterias han sido estudiadas a lo largo de todo el mundo, siendo India el pais
con mas investigaciones al respecto, en cuanto a Latinoameérica, Colombia, Brasil y
México han realizado aportes relevantes en este campo (Posada y col., 2019). Por
su parte en México, Gonzales y col. (2015) evaluaron el efecto de cepas PGPR en
la variedad comercial de cafia, a su vez, Martinez y col. (2013) identificaron
bacterias aisladas de la rizosfera del tomate. Posada y col. (2019) realizaron una
revision sistematica de los afos 1990-2019 sobre las investigaciones relacionadas
con las PGPR, la cual mostré resultado de la identificacion de los 63 géneros
microbianos mas estudiados, los cuales fueron Bacillus con un 43.1%,
Pseudomonas con un 41.5%, Enterobacter con el 10.6 y el género Arthrobacter que

también es de nuestro interés, con una frecuencia del 0.6% (Posada y col., 2019).
1.11. Arthrobacter sp.

Arthrobacter es un género de bacteria que presenta un rango amplio de temperatura
y altitud, que puede estar presente tanto en los suelos agricolas como en los suelos

contaminados, ademas del subsuelo, el hielo artico y ambientes radioactivos, por lo

19



tanto, es un excelente candidato para la biorremediacién, ya que pueden utilizar
xenobidticos para retener a los metales pesados (Mondogin y col., 2006). Este
género es resistente a climas extremos y mejoran el crecimiento de las plantas en
condiciones de estrés. Estas bacterias suelen estar como gram negativos cuando
se encuentran como cultivos jovenes y gram positivos cuando se encuentran en
cultivos mas viejos (Amaresan y col., 2022). Basandonos en su filogenia, el género
Arthobacter se puede clasificar en 11 grupos principales como Arthrobacter
aurescens, Arthrobacter globiformis, Arthrobacter pascens, Arthrobacter oryzae ,
Arthrobacter humicola , Arthrobacteroxydans, Arthrobacter protophormiae
,Arthrobacter sulfureus ,Arthrobacter citreus, Arthrobacter agilis ,Arthrobacter
psychrolactophilus, Arthrobacter pigmenti, Arthrobacter

albus/cumminsiiySinomonas soli (Pratiti y col., 2020).

Arthrobacter sp. tiene la capacidad para sobrevivir largos periodos de tiempo en
condiciones estresantes, las cuales pueden ser cambios de temperatura, escases
de alimento, radiacién ionizante, radicales de oxigeno y productos quimicos, esto
gracias a su metabolismo (Kundu y col., 2019). Gracias a este diverso metabolismo,
Arthrobacter sp. ha sido aislada por su capacidad para biodegradar una variedad de
contaminantes ambientales, tales como el (glifosato, metil tert-butil éter,
2 4diclorofenoxiacetato  (2,4-D), nictotina,  4-nitrofenol,  dimetilsilanodiol,
endoxohexahidroftalato ( endotal), fluoreno, ftalato, nitroglicerina y un gran numero
de herbicidas de s-triazina (Mongodin y col.,, 2006). Algunos de los trabajos

realizados con Arthrobacter spp, aurescens e ilicis se muestran en el Cuadro 8.
1.12. Bacillus spp.

Simplex es un género de bacteria gram positiva que se encuentra ampliamente en
el suelo, el cual tiene un crecimiento activo en un rango de pH entre 5.5- 8.5, son
moviles gracias a sus flagelos laterales y una propagaciéon activa en medios que
presentan una superficie humeda (Layton y col., 2011). Debido a que posee una
gran ventaja en comparacion de otros microorganismos, tiene diversos mecanismos
para asegurar su supervivencia ante condiciones fisicas y quimicas desfavorables

(Calvo y col., 2010). Bacillus spp. comienza sus respuestas de supervivencia como
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la sintesis de proteinas, membranas celulares mas resistentes, aumentar la
retencién de agua o el desarrollo de biofilms (INNOTEC, 2022). Si estas respuestas
fallan, Bacillus spp. entra en un estado vegetativo donde se induce la esporulacién,
esta cualidad hace a esta especie altamente resistente a diferentes ambientes,
como lo es el suelo. Estas especies también se pueden adaptar a cambios bruscos
de temperatura y son metabodlicamente diversos, lo que les permite una colonizacion
efectiva en el ambiente rizosférico (Calvo y col., 2010). Bacillus spp. muestra varios
rasgos favorecedores que contribuyen a la promocion del crecimiento de las plantas
y la tolerancia a enfermedades dada su capacidad de mejorar el crecimiento de las
plantas por medio de la fijacion de nitrégeno, la solubilizacién de fosfato y la
produccion de fitohormonas (Kang y col., 2023). Algunos de los trabajos realizados
con Bacillus simplex se muestran en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Investigaciones sobre Arthrobacter aurescens, Arthrobacter ilicis y
Bacillus simplex como PGPR.

Arthrobacter aurescens

Arthobacter spp.

Bacillus simplex

Secretos de la
supervivencia del suelo
revelados por la
secuencia del genoma de
Arthrobacter
TC1 (Mongodin y col.,

2006).

aurescens

Respuesta a corto plazo
de
bacterianas

de

prescritos en

comunidades
del

incendios

las
suelo
después
bosques
mediterraneos
semiaridos

Martinez y col., 2023).

(Soria-

Bacillus  simplex, un
PGPB poco conocido con
actividad antifungica,
altera la arquitectura de la
raiz de la legumbre del
guisante y la morfologia
de los nédulos cuando se
coinocula con Rhizobium
leguminosarum bv. viciae

(Schwatrz y col., 2013).
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Reduccion a baja

temperatura del cromo
hexavalente mediante un
de

enriquecimiento

consorcio

microbiano y una nueva
de Arthrobacter
aurescens

(Horton y col., 2006)

cepa

de

metabdlicos

Evaluacion libre
inhibidores
de la actividad oxidante
de amoniaco heterétrofa
activados

en lodos

(Zheng y col., 2023).

Caracterizacion de la
eliminacién de nitrégeno
de una bacteria adaptada
al frio: Bacillus simplex
Hb (Sikorski y col., 2008;
Hanseny col., 2019; Yang
y col, 2021; Yang y col.,

2023).

Evaluacion de la cepa
TC1 de Arthrobacter
aurescens como bacteria
de bioaumentacion en
suelos contaminados con
la sustancia herbicida
terbutilazina (Vera P. y
col., 2015).

del

bioportador de cascara

Rendimiento

de arroz en la eliminacion
de nitrdgeno amoniacal
en la MBBR que trata
de

acuicultura mediante un

aguas residuales
proceso de crecimiento
biolégico adjunto: estudio
cinético y de rendimiento
(Alitaleshi y col., 2024).

Biosorcion de cadmio,
cobalto, niquel y
estroncio por una cepa de
Bacillus simplex aislada
de la zona vadosa (San

Valentin y col., 1996).

Arthrobacter aurescens
TC1 metaboliza diversos
compuestos de anillos de
s-triazina (Strong y col.,

2002; Kundu y col., 2019;
Arar, y col, 2023; Diviesti
y col., 2023; LeviRam y

Fertilizante  bioorganico

Noval que contiene
Arthrobacter sp. DNS10
alivia la inhibicion del
crecimiento inducida por
la atrazina en la soja al
mejorar la eliminacion de

atrazina y la acumulacion

El tratamiento con

Bacillus simplex
promueve la defensa de
la soja contra los
nematodos del quiste de
la soja: un estudio de

metabolémica mediante
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col., 2023; Tang y col.,
2023).

de nitrégeno (Jiang y col.,
2023).

GC-MS
2020).

(Kang y col.,

Biorremediacion de un

suelo contaminado con

trifluralina mediante
bioaumentacion con
nuevas cepas

bacterianas aisladas vy
ciclodextrina (Lara-
Moreno y col., 2022).

Diversidad, metales
pesados y resistencia a
antibioticos

los en

bacterias heterétrofas
cultivables aisladas de
una antigua mina de
plomo, plata y zinc en
Tarnowskie Gory (Silesia,
Polonia, Nosalova y col.,

2022).

Evidences for antioxidant
response and biosorption
Bacillus

115
against lead (Chamekh y
col., 2021).

potential  of

simplex strain

Arthrobacter aurescens
TCA1 del

catabolismo de la

Los genes
atrazina trzZN , atzB vy
atzC estan vinculados en
una region de

160 kilobases y son
funcionales en
Escherichia coli

(Sajjaphan y col., 2004).

Biodegradation of
Crystalline and
Nonaqueous Phase
Liquid-Dissolved
ATRAZINE by
Arthrobacter sp. ST11 with
Cd?* Resistance (Zhang y

col., 2022).

de

rizobacterias promotoras

Efectos las

del crecimiento vegetal
(PGPR)

enraizamiento y el

sobre el

crecimiento de raices de
esquejes de tallo de kiwi
(Actinidia
(Ertuck y col., 2010).

deliciosa)
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Secuenciacion completa

del genoma de Polar

Engineering Properties of

Sandy soil Improvement

Arthrobacter sp. with Bacillus Simplex
PAMC25284, Potencial | (Bagriacik y col., 2021).
de tolerancia al cobre

revelado con analisis

genodmico

(Karmacharya y col.,

2022).

Radiation Tolerant Life

Forms and Methods

Used to Remediate

Radioactive

Wastes from Soil

(Arthobacter ilicis)

(Vermay col., 2023).

Resistencia y
acumulacién de uranio
por bacterias de un sitio
contaminado con uranio
(Arthrobacter
(Suzuki y col., 2002).

ilicis)
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2. HIPOTESIS

Las bacterias Arthrobacter aurescens, Arthrobacter ilicis y Bacillus simplex
inoculadas en Nicotiana glauca modifican las propiedades fisicoquimicas en suelos

mineros, fijan el Hg a la planta y reducen la concentracion de Hg en suelos mineros.
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3. OBJETIVOS

3.1. General

Evaluar el efecto de la inoculacion de las bacterias Arthrobacter aurescens,

Arthrobacter ilicis y Bacillus simplex en la fijacion de Hg en Nicotiana glauca.
3.2. Especificos

e Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas de los jales antes y después de los
ensayos de fitorremediacion.

e Determinar el efecto de la fitorremediacion sobre los parametros morfologicos
y biomasa de Nicotiana glauca.

e Evaluar la influencia de las rizobacterias en Nicotiana glauca.
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4. METODOLOGIA

4.1. Materiales.

A continuacién, en los Cuadros 9 y 10 se presentan todos los materiales y reactivos
utilizados en el presente trabajo.

Cuadro 9. Reactivos.

Acetato de amonio

Vanadato-molibdato

Agua destilada

Dicromato de potasio

Difenilamida

Acido sulfarico

Acido fosforico

Sulfato ferroso

Cloruro de potasio

Acido boérico

Oxido de magnesio

Aleacion de Devarda

Oxalato de sodio

Metasilicato de sodio

Persulfato de amonio

Acido clorhidrico

Negro de Eriocromo T

EDTA

Arthrobacter ilicis

Arthrobacter aurescens

Bacillus simplex

Agar-Luria Bertani

Perlita

Tezontle

Cuadro 10. Materiales.

Bolsas de plastico

Bolsa de rafia

Tubos de ensaye

Micropipetas

Vasos de precipitado

Guantes de nitrilo

Plato caliente

Cilindros de Bouyoucos

Potenciometro

Matraz aforado

Punta para micropipeta

Batidora de pedestal

Papel filtro Whatman

Tubos de plastico con

tapas

Gradilla para tubo

Cajas Petri

Plastico filme

Mangueras de plastico

Matraz Erlenmeyer

Matraz Kitasato

Camara de Neubauer
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Campana de extraccion

conductividad

Microscopio Balanza analitica Espatula
Espectrofotometro Bisturi Bureta
Pinzas mariposa Soporte universal Embudo
Bomba de vacio Probeta Tamices
Centrifugadora Autoclave Refrigerador
Medidor de

Perilla de hule

4.2. Meétodos.

4.2.1. Obtencion del suelo contaminado y semillas de N. glauca.

Se realiz6 el muestreo de jales mineros usando la metodologia de 5 de oro 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"

(Figura 4). Asi mismo se recolectaron semillas de la planta adulta de N. glauca en

la misma ubicacion.

&

s

Figura 4. Jale minero Maconi, Querétaro (A). Mina la Negra, Querétaro. (B)
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4.2.2. Analisis de mercurio.

Para corroborar que el suelo contenia Hg, se analizé mediante la técnica de vapor
frio acoplado a espectrofotometria de absorcion atomica con el equipo Thermo
Scientific ICE 300 Médulo VP100. La técnica de vapor frio es un método de analisis
directo de determinados analitos, basado en la separacion por volatilizacion del
elemento de interés (Moscoso, 2003). Estas especies volatiles son transportadas

por Argon hasta el equipo de Espectrofotometria de Absorcion Atomica.

El mercurio es el unico elemento determinado por Espectrofotometria de Absorcién

Atomica que puede existir en fase de vapor como Hg® a temperatura ambiente por
esta razon no se requiere ningun calentamiento de la celda de cuarzo para su

determinacién (Carrasquero-Duran, 2002).

Para la formacion del vapor de Hg®, la muestra acidificada que contiene el mercurio

ionico (Hg*?) se mezcla con el agente reductor (SnCl2 o NaBH4) segun la ecuacion:
BH4 + 3H20 + H* + Hg 2* > H3BO3 + Hg° T + 8H

Se utilizo la metodologia de Carrasquero Duran y Adams (2002) para la

determinacion de mercurio.

Para los analisis de Hg en suelo se analizaron los tratamientos de jale, consorcio y

el suelo inoculado con A. aurescens.

Para los analisis de Hg en planta se analizaron los tratamientos en donde se inoculo

A. aurescens, A. ilicis, B. simplex y el consorcio.
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4.2.3. Caracterizacion del suelo (NOM-021-RECNAT-2000)

4.2.3.1. Determinaciéon de pH
La determinacion de pH se realizé con 30 g de suelo y 60 mL de agua destilada, se
agité cada cinco minutos, durante 30 minutos, se dejé reposar por 15 minutos, se
agité y se tomo la lectura con un potenciometro marca HANNA modelo Pocket sized

pH meter.

4.2.3.2. Determinaciéon de materia organica
Para la cuantificacion de materia organica se utilizaron 0.5 g de suelo al cual se le
adicionaron 10 mL de dicromato de potasio y 20 mL de acido sulfurico concentrado,
se dej6 reposar por 30 minutos y se afiadieron 200 mL de agua destilada, 5 mL de
acido fosforico concentrado y 5 gotas de difenilamida, por ultimo, se titulé con sulfato

ferroso.

4.2.3.3. Determinacién de nitrégeno inorganico
Para nitrogeno inorganico se realizo el analisis, tomando 5 g de suelo el cual se
colocaron en un matraz Erlenmeyer de 125 mL y se le adicionaron 50 mL de una
solucion de KCl, se agité por 60 minutos y se centrifugd por 5 minutos. Después se
colocd 10 mL de solucion de HsBOs con el indicador y se conecto a el tubo de salida
del refrigerante. Se pipete6 una alicuota de 10 mL del extracto de suelo y se colocé
en el matraz de destilacion, se agregaron 0.2 g de MgO y 0.2 g de aleacion de

Devarda. Por ultimo, se destilaron 30 mL y se titulé con acido sulfurico 0.005 N.

4.2.3.4. Determinacion de textura
Para la determinacion de textura se mezclaron 60 g de suelo con 2 cm de lamina
superficial de agua, 5 mL de oxalato de sodio, 5 mL de metasilicato de sodio y se
dejo reposar por 15 minutos. Se colocaron las muestras en un vaso de agitacién
mecanico y se agitaron por 5 minutos, posteriormente se pasaron a los cilindros de
Bouyoucos. Se agregd agua hasta completar los 1113 mL y se agité manualmente

durante 1 minuto. Se tomaron las lecturas a los 40 minutos y después de 2 horas.
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4.2.3.5. Determinacion de fosforo total
Para la determinacién de fésforo total se mezclaron 2.5 g de suelo con 10 mL de
persulfato de amonio, 10 mL de acido clorhidrico y 30 mL de agua destilada. Se
calento hasta que dejé de salir humo, se filtro, y se le afiadieron 10 mL de vanadato-

molibdato y se tomaron las lecturas en un espectrofotdmetro a 470 nm.

4.2.3.6. Evaluacion de la capacidad de intercambio catiénico (CIC)
La cuantificacion de CIC se realizé con 5 g de suelo al cual se le afadieron 33 mL
de una disolucidon de acetato de amonio 1N, se agito vigorosamente durante 10
minutos y se filtrd. Al filtrado se le afiadieron 10 mL de solucién reguladora y 10
gotas de indicador de Negro de Eriocromo T. y, por ultimo, se valord esta soluciéon
con EDTA.

4.2.3.7. Obtencion del extracto de saturacion.
Para el extracto de saturacion se realizé el analisis con 50 g de suelo y adicionando
agua hasta obtener la textura de pasta. Se coloco un papel filtro Whatman en el
fondo del embudo Buchner, se armé la trampa de vacié y se colocé la pasta en el

embudo Buchner, se activd la bomba de vacié hasta obtener 10 mL de extracto.

4.2.3.8. Determinacion de la conductividad eléctrica (CE)
Para CE se realiz6 el analisis con 4 mL de el extracto de saturacion y sumergiendo
la celda del medidor de conductividad de lectura directa. Se tomé la lectura una vez
que el medidor se estabilizé y se limpid la celda con agua destilada entre cada

toma.

4.2.4. Activacion de bacterias.
Las bacterias utilizadas fueron donadas por la Universidad Autonoma de Querétaro
las cuales fueron obtenidas de la mina la negra ubicada en Maconi de la rizosfera
de una planta de N. glauca, las bacterias fueron aisladas y secuenciadas. Las
bacterias fueron reactivadas el 21 de marzo del 2022 en medio LB (Figura 5). Para
la preparacion del medio LB se pesaron 25 g de caldo Luria Bertani, se colocaron
en 1 L de agua destilada, se sell6 el recipiente con parafina y se esterilizé en
autoclave (Felisa, modelo FE-397) durante 25 minutos. Se sembré 0.1 MI de la 52

dilucién en tubos de ensaye, se llevd a 15 mL utilizando medio de cultivo LB y por
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ultimo se cubrieron con plastico film; se incubaron a 27° C por 72 h para el
crecimiento de los aislados bacterianos, con la finalidad de obtener colonias

separadas.

Figura 5. Activacion de bacterias.

Después de una semana, se realiz6 el conteo de bacterias utilizando la camara de
Neubauer y un microscopio (Figura 6), donde se contaron las UFC y se utilizé 1 mL
de cada una de las bacterias por planta y 0.3 mL de cada bacteria para el consorcio.

Se inoculd una cantidad de bacterias con un valor aproximado de 6x108 UFC.
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Figura 6. Arthrobacter ilicis. (A) A. ilicis en medio de cultivo; (B) Conteo de A. ilicis.

4.2.5. Prueba de la relacion planta-bacteria expuestas al mercurio
Se realizé la siembra de las semillas en almacigos con cavidades de 100 mL, se
colocaron 4 semillas por almacigo (Figura 7), se utilizo perlita como sustrato y estas
se colocaron en un invernadero durante 5 meses (Figura 8). Las plantulas se
trasplantaron al mes en macetas de 1.5 L en suelo contaminado con mercurio
caracterizado siguiendo la NOM-021-SEMARNAT-2000, con una capa de 2 cm de

tezontle, con la finalidad de evitar o minimizar la perdida de suelo durante los riegos.

Se crecieron las plantas por 5 meses, los primeros 2 meses con un riego diario
dadas las condiciones muy altas de temperatura en el invernadero y los ultimos 3
meses con riegos cada 3 dias, no se adicionaron fertilizantes ni nutrientes al agua.

El proyecto se llevd a cabo en invernadero bajo condiciones controladas:
temperatura (37 — 42 °C) y humedad (60 — 80 %).
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Figura 8. Planta de Ncot/ana glauca (A) Plantula de 3 meses; (B) Planta de 5
meses.

Todos los jueves durante cuatro meses se agregaron las colonias bacterianas en

medio liquido LB, y se hizo a dos cuartas partes del tallo con respecto a la hoja
(Figura 9).
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Figura 9. Nicotiana glauca inoculada con bacteria.

4.2.6. Conteo de bacterias utilizando el tallo y hoja.

Para el conteo de bacterias se realizé el analisis tomando 1 cm de tallo o de hoja
(Figura 10), se lavé con jabon y agua, después se lavo con agua destilada y se
cortd con un bisturi en pedazos muy pequenos. Se colocaron en tubos de ensaye
esterilizados y se llevaron a 10 mL con agua destilada estéril, se agitaron 10 veces,
se tomd6 0.2 mL de disolucion y se colocaron en cajas Petri con agar previamente
esterilizado, se utilizd un asa para hacer el barrido y se cerraron las cajas con

Parafilm.

Figura 10. Planta de Nicotiana glauca sometida a analisis microbiolégicos (A).

Tallo; Planta completa (B).
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4.2.7. Conteo de bacterias en suelo.

Para el conteo de bacterias se utilizé 1 g de suelo y se adicionaron 10 mL de agua
destilada estéril, se agitd 10 veces y se tomd una alicuota de 0.1 mL el cual se llevo
a 1 mL, de ahi se volvieron a tomar 0.1 mL, se llevaron a 1 mL y de esta ultima
dilucion se tomaron 0.1 mL los cuales se colocaron en cajas Petri con agar
previamente esterilizado, se utilizé6 un asa para hacer el barrido y se cerraron las

cajas con Parafilm (Figura 11).

Figura 11. Cajas Petri con agar LB.

4.2.8. Analisis estadistico

Se llevd cabo el analisis de las medias de las plantas con tratamiento contra las
plantas control por el método de t-Student (p<0.5) y para la comparacién entre
tratamientos se utilizé la prueba post-hoc de Tuckey (p<0.5) utilizando el sistema
Prisma 8.0. Una sola fase, al azar y una unidad experimental de 3 plantas con 3
repeticiones y 6 tratamientos.

4.3. Diseino Experimental.

Para este estudio se utilizé el disefio experimental mostrado en la Figura 12. Se
realizd el montaje del experimento con 3 repeticiones y una unidad experimental de
9 plantas de N. glauca bajo un disefio aleatorio simple con los siguientes
tratamientos:
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Arena

Suelo contaminado

Control, arena sin Hg con N. glauca.

Suelo contaminado con Hg con planta e inoculado con Arthrobacter

aurescens.

Suelo contaminado con Hg con planta e inoculado con Arthrobacter ilicis.
Suelo contaminado con Hg con planta e inoculado con Bacillus simplex.
Suelo contaminado con Hg con planta e inoculado con el consorcio.
Suelo contaminado con Hg con planta sin tratamiento con bacterias.

Inicio

Y

Obtencion del suelo contaminado y
semillas de Nicotiana glauca en la mina
La Negra ubicaba en la localidad de
Maconi en Cadereyta de Montes.

Andlisis de Hg en suelo,

| }

Activacidn de bacterias.

iZAcio 1 |
{NOM-021-RECNAT-2000)

!

Prueba de la relacidn planta-bacteria
expuestas al mercurio.

l
v v

Conteo de bacterias utilizando
hoja y tallo,

[ - T
¥

Conteo de bacterias en suelo ‘

‘ Analisis estadistico

Y

Elaboracion de reporte

Y

(=)

Figura 12. Diagrama de flujo de disefio experimental.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Caracterizacion de suelo.

Los resultados obtenidos para la caracterizacién de suelo fueron pH, materia
organica (M.O.), textura, conductividad eléctrica (CE), fésforo (P), capacidad de
intercambio cationico (CIC) y nitrdgeno (N) los cuales se presentan en el Cuadro
11. Se caracterizo el jale y la arena (control) en un inicio y después de realizarse los

diferentes tratamientos con bacterias.

Cuadro 11. Caracterizacion de los jale tratados con N. glauca y microorganismos.

Tratamiento Jale + planta Jale + plarta Jale + planta Jale + planta
Variable Arena Jale Cartral A arescens A flicis = B. simplax * Caonsarcio Jale con planta
pH B2:00b 74101 cde 94+01a 74+01 cde 72+02 de T1+01 e 76502 cd T6EL006 c
M. 12861282 b 0+0 ¢ 3B63+0263a 3305+0604a 3003+0250a 0222 +0.385 ¢ 17BE+0103 b 1921+ 0362 b
Arena Arena Arena Arena Arena Arena Arena Arena
Textura 92-5-3 95-4-1 92-5-3 95-3-2 084.5-1 a5-4-1 a5-4-1 944-4-2

(Arena-Limo-Arcilla)

CE 322+013a 2212034 b 00854001 ¢ 313x004a 2006 +00%a 314+005a 3453+074a 2836+ 001 ab

B D51B+0.04 b 0B91+008 b 3319+009a 3220+0166a 3160+003%a 30550034 a 3079+0104a 3114+012%a
CIC 23761+1550 e 202.181x10510ab 108.035+£2725 d 211484+5050a 197.675x12037Tab 21428021796 a 155.893:6623c 171.294 £21.247 be
N ND MO D ND NO ND ND ND

Para cada variable, los resultados muestran la media + error estandar. Las letras
indican las diferencias entre las medias usando la prueba de comparaciones
multiples de Tukey (p=0.05), "Arthrobacter aurescens, 2 Arthrobacter ilicis, 3Bacillus

simplex.

5.2. pH

El pH del control (9.4) aumentd con respecto a la arena (8.2), esto se debe a que
tenemos pH alcalinos en el agua. Para los tratamientos de B. ilicis y A. simplex se
presenté un pH menor de 7.2 y 7.1 respectivamente (Cuadro 9) en comparacién con
el tratamiento que solo contenia jale (7.6), pasando de medianamente alcalino a
neutro. El pH influye en el crecimiento de los microorganismos, el rango 6ptimo para

su desarrollo va de 6.0 hasta 8.5, hay bacterias que se pueden desarrollar a un pH
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mas alto o mas bajo pero la mayoria prefieren un pH acido (Cervantes-Martinez y
col., 2017; Buckman y col., 1991).

De acuerdo con Osorio (2012) el pH ideal del suelo para la absorcion de nutrientes
por parte de las plantas debe de ser acido, dado que los iones de H*y OH" son
determinantes para la solubilidad de los nutrientes en el suelo. Cuando un suelo
tiene un pH cercano a la alcalinidad o neutralidad la abundancia de los iones OH-
produce la precipitacién de compuestos insolubles de zinc, hierro y manganeso, lo
que da como consecuencia micronutrientes no disponibles para su absorcién por
las raices de las plantas (Osorio, 2012). A lo largo de los afos, se ha demostrado
que cuando el suelo es inoculado con Bacillus spp. los acidos organicos disminuyen
el pH de la rizosfera favoreciendo la solubilizacién y liberacion de fésforo (Osorio,
2009).

No se logro obtener un pH ideal para que las plantas de N. glauca pudieran absorber
los micronutrientes necesarios para su optimo desarrollo, pero se logré observar un
cambio en el pH, lo cual nos indica que las bacterias acidificaron el suelo, dejando
disponibles a los micronutrientes fosforo, potasio, azufre, calcio, cobre, zinc,
magnesio y molibdeno basandonos en la Figura 13 (Castellanos, 2014).

4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0

=]

Rango de acidéz _ Rango de alcalinidad

Figura 13. Disponibilidad de nutrientes dependiendo del pHT
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5.3. Materia organica

Para los resultados de materia organica en todos los tratamientos se pudo observar
una mayor concentracion de ésta comparado con el jale, pasando de un valor inicial
de 0 a 3.863 para el control, 3.305 para A. aurescens, 3.003 para A. ilicis, 0.222
para B. simplex, 1.788 para el control y 1.921 para jale solo con planta. La materia
organica fue incrementando debido a que las hojas de la misma planta caian en el
suelo y se descomponian con el tiempo y en el caso de los tratamientos, las
bacterias, ya que estas aportan materia organica al momento de terminar su ciclo

de vida y descomponerse.

La M.O. desarrolla un papel vital en las funciones del suelo, como lo son la
purificacion y regulacion del agua, la regulacién del carbono, el ciclo y la disposicion
de los nutrientes (Schulte y col., 2014), Por lo tanto, la fitorremediaciéon mejora el
contenido de materia organica en suelos contaminados. La materia organica y el
intercambio catidénico son magnitudes directamente proporcionales (Grand y col.,
2020) , esto quiere decir que cuando una aumenta por consecuente la otra también
y en este caso se cumplié esa igualdad, la materia organica aumenté en todos los
tratamientos, incluyendo al tratamiento donde no se colocaron bacterias. Las
bacterias también aumentaron la velocidad de la descomposicién de toda la M.O.

que existia en el jale, como son las hojas, raices y las mismas bacterias.

5.4. Nitréogeno

De acuerdo con los analisis realizados, los valores para nitrogeno fueron no
detectado. Las formas organicas de nitrégeno disponible son aminoacidos,
proteinas y aminoazucares pero son las formas inorganicas de nitrégeno las que
pueden absorber las plantas, las cuales son amonio (NH4*) y nitrato (NOs") (Verhulst

y col., 2015) y solo se pueden obtener en suelos acidos.

ElI90-95% de nitrégeno presente en el suelo deriva de la materia organica (Enriquez
y col., 2022) y el contenido de materia organica para las muestras iniciales fue de

0, lo cual indica un valor no detectable.
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5.5. Textura

En la determinacién de textura, para todas las muestras dio como resultado un
suelo arenoso. La textura del suelo influye directamente en las plantas con su
capacidad de retencion de agua, disponibilidad de nutrientes, en el rendimiento de
cultivo, la capacidad de intercambio catidnico, la capacidad del drenaje (Gisbert y
col., 2010; Universidad Internacional de riego, 2019) y es la Unica propiedad del
suelo que no cambia con el tiempo ni con ninguna de las diferentes practicas de
manejo (Strivers, 2023). Los resultados obtenidos después de someter a los
tratamientos de remediacion no tuvieron diferencia significativa entre ellos, los

cuales indican que se mantuvo su textura, la cual sigue siendo arenosa (Cuadro 9).

5.6. Conductividad eléctrica

Con respecto al analisis para la determinacion de CE, no hay diferencia significativa
entre los tratamientos con respecto al jale con planta (2.83 mS/cm) teniendo un
rango de 2.99 a 3.14 mS/cm (Cuadro 11) dandonos un resultado ligeramente salino
(Cuadro 12). En el caso del resultado para la arena (3.22 mS/ cm) si se presento
una diferencia significativa con respecto al control (0.085 mS/cm), disminuyendo un
97.4%. La salinidad de un suelo se mide a través de la conductividad eléctrica,
donde la salinidad se define como la acumulacién de sales solubles en agua (Cao
y col., 2018) y esta afecta directamente al potencial osmoético del suelo, al
crecimiento, el paso de agua y el metabolismo de nutrientes en las plantas
(GallartMartinez, 2017).

La CE se ve afectada por el contenido de agua, el de arcilla y la presencia de iones
intercambiables en el suelo (CIC) (Cortés-D y col., 2013), al tener un suelo con
textura arenosa, no se contenia una porcion de silicatos (arcillas) suficiente para
que hubiera una retencion de cationes y asi se produjera una corriente eléctrica alta.
La materia organica debido a las cargas negativas que contiene influye un papel
importante en la CE, ya que esta ayuda a la retencion de iones con carga positiva

aumentando asi la CE. Al no tener bacterias en el control, no se pudo realizar una
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descomposicion adecuada de la materia organica, por lo tanto, no hubo una

retencion de sales y estas se lixiviaron con los riegos.

Cuadro 12. Efectos de salinidad (FAO, 2017).

Conductividad eléctrica

Clase de suelo salino del extracto de saturacion Efecto en cultivo
(dS/m)
No salino 0-2 Efectos de la salinidad
imperceptibles.
Ligeramente salino 2-4 Rendimientos en cultivos
sensibles pueden verse
limitados.
Moderadamente salino 4-8 Rendimientos limitados en
la mayoria de los cultivos.
Fuertemente salino 8-16 Solo cultivos tolerantes
tendran rendimientos
aceptables.
Muy fuertemente salino >16 Solo cultivos muy tolerantes
tendran rendimientos
aceptables.
5.7. Fésforo

En cuanto al fésforo en el suelo, se pudo observar un aumento en todos los
tratamientos, del valor inicial de 0.891 para el jale inicial aumentd a 3.299 con A.
aurescens, 3.169 con A. ilicis, 3.055 con B. simplex, 3.453 con el consorcio y por
ultimo 3.114 utilizando solamente planta (Cuadro 11). El fésforo es uno de los
nutrientes principales para las plantas el cual se puede encontrar en diferentes
formas, tanto inorganicas (Pi) como organicas (Po) (Patifio-Torres, 2014). En la
mayoria de los suelos el 50-70 % del fosforo total lo comprende del Pi y este
depende el pH. Para los valores de pH de los tratamientos (Cuadro 11) el Pi en la
solucion del suelo esta presente principalmente como H2PO4 y HPO4 % lo cual
influye en su disponibilidad y reactividad. La forma mas reactiva del fésforo y la que
mas rapido se fija al suelo es HsPO4la cual solo se puede obtener en pH acidos (pH
< 3) y después en su forma HPO4 %, dejandolo de forma disponible para que la

planta lo pudiera fijar (Patifio-Torres, 2014).
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Existen bacterias capaces de solubilizar el P en el suelo (MSF) debido a su accion
metabdlica, dentro de las cuales se encuentran Arthrobacter spp. y Bacillus spp.
como lo mencionan en varios de sus estudios Goldstein y Krishnaraj (2007). Este
metabolismo explica por qué en los tratamientos con bacterias el P aumento, siendo

B. simplex la mayor con un valor de 3.453.

5.8. Capacidad de intercambio cationico

Por ultimo, para los resultados de CIC se pudo observar una mayor capacidad para
los tratamientos, pero siendo los tratamientos con A. aurenscens y B. simplex de
211.484 y 214.289 Meq/100g respectivamente donde los valores se pueden
interpretar como una CIC media de acuerdo con la NOM-021-SEMARNAT-2000,
mientras que en los demas tratamientos no se presenta una diferencia significativa
(Cuadro 11). La capacidad de intercambio catidnico evalua los sitios de carga de
las arcillas, tanto las cargas permanentes, como las cargas dependientes de pH,
(Pérez-Rosales y col., 2017) por lo tanto determina la capacidad de un suelo de

retener estas cargas y dejarlas disponibles para ser absorbidas por la planta.

La CIC puede ser un indicador en la calidad del suelo, cuando se obtiene un valor
alto en la CIC se proporciona una mayor capacidad en la disposicion de los
nutrientes, mientras que un valor bajo limita su intercambio (Cuadro 13)
(CastanoRobayo y col., 2022). Como ya se menciono en los apartados anteriores
el pH, CE y M.O, estan estrechamente relacionadas entre si e influyen en la
asilimacion, disponibilidad y retencidon de nutrientes (Estrada-Herrera y col., 2017).
Al aumentar el CE y la M.O. con los tratamientos, se pudo observar que también
aumento la CIC, demostrando que estas caracteristicas del suelo dependen entre
Si.

Cuadro 13. Valores de CIC para suelos acidos y alcalinos (NOM-021-
SEMARNAT2000).

Clase CIC (Cmol(+) Kg™)

Muy alta >40
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Alta 25-40

Media 15-25

Baja 5-15
Muy baja >5

5.9. Efecto de los micoorganismos sobre las caracteristicas morfolégicas

y la sobrevivencia de Nicotiana glauca.

Los resultados de numero de hojas, altura y sobrevivencia que se pueden observar
en el Cuadro 14 fueron monitoreados del dia 1 (15 de septiembre del 2022) dia 120
(19 de diciembre de 2022) para todos los tratamientos. El dia 129 (27 de diciembre
de 2022) se obtuvieron los resultados de longitud de raiz (Cuadro 14) y biomasas
de la raiz.

Cuadro 14. Altura, numero de hojas y sobrevivencia de N. glauca inoculada con
los diferentes microorganismos del dia 1 al 120.

Tratamiento

Fecha Variable Control Arthrobacter aurescens  Arthrobacter ilicis  Bacillus simplex  Consorcio lale

15/09/2022 Nimero de hajas 822+190a 386+1.77 b 1.86 + 0,69 be 2.86 £1.34 be 257+¢1.27 bc 1421053 c
Altura (cm) 590+177a 1.22+060 b 112+062 b 1.92+098 b 234+080b 088037 b
Sobrevivencia(%) 100+ 0.0 77.78+19.24 77.78 £19.24 77.78+19.24 77.78+19.24 77.78+1924

13/10/2022 Numero de hojas 755+1.50a 3010 b 220+083 b 3.33+150 b 328+150 b 1251050 b
Altura (cm) 630+1.78a 165+061 b 134+058 b 2261094 b 2712079 b 1.17+017
Sobrevivencia (%) 10000 71.78+19.24 55.60+19.24 66.70+0.0 777841924 4444+19.24

10/11/2022 Nimero de hojas 755+1.13a 316+147 b 3.25+095 b 404070 b 416+174 b 3
Altura {cm) 68811783 2104097 b 152+035 b 262+10b 3404140 b 2
Sobrevivencia (%) 100 £0.0 66.70 + 0.0 44,44 +19.24 55.60 £ 19.24 66.70 + 0.0 11.11

19/12/2022 Nimero de hojas 790+1.53a 3664103 b 40+141 b 4.80+0.83 b 483+1.16 b 4
Altura (cm) T42+186a 255+101 b 185+043 b 296+115 b 426+239 b 2
Sobrevivencia (%) 100+ 0.0 66.70+£0.0 4444 +19.24 55.60 £ 19.24 66.70 £ 0.0 TEYT
Longitud de ralz 2027+703a 525+260 b 312+131 b 550+£150 b 5751309 b

Para cada variable, los resultados muestran la media * error estandar. Las letras
indican las diferencias entre las medias usando la prueba de comparaciones

multiples de Tukey (p=0.05)

Para todas las variables de respuestas evaluadas durante los diferentes tiempos
(Cuadro 14), el control (arena-planta) siempre presentd un 100 % de sobrevivencia,

siendo estadisticamente significativo respecto a los tratamientos, estos resultados
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muestran con ello un nivel menor de estrés al no estar en presencia de un suelo
contaminado con Hg. Este mismo comportamiento se observo para la altura, la cual
estuvo en un rango de 5.90 a 7.48 cm y un numero de hojas en un rango de 7.55 a
8.22, mientras que los tratamientos presentaron un rango de 1.25 a 4.80 en numero
de hojas, 0.88 a 4.26 en altura y 4.44 a 77.78 en sobrevivencia. Cuando se presenta
una situacién de estrés (bidtico o abidtico) las plantas reaccionan disminuyendo o
deteniendo algunas de sus funciones fisioldgicas basicas como lo son la
fotosintesis, respiraciéon, transpiracion y crecimiento (Beltrano y col., 2011). La
fitotoxicidad se expresa con mayor facilidad en suelos acidos y afecta directamente
al crecimiento como a la formacion de raices laterales y secundarias (Beltrano y
col., 2011). Como se puede observar en la Figura 14, la planta que no estuvo en
contacto directo con el Hg tuvo valores mayores visibles en cuanto a su tamafio,
numero y color de hojas, siendo claro el contraste que puede ser estar en un

ambiente no 6ptimo para su crecimiento.

Figura 14. Comparacién de N. glauca a los 3 meses de edad en arena y jale.
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Estudios realizados por Durango-Vargas y col. (2020) demuestran que la
fitotoxicidad ocasionada por Hg en plantas de arroz se muestra con una clorosis en
los apices de las hojas y resultados similares fueron detectados para el caso de N.
glauca (Figura 15). La fitotoxicidad ocasionada por compuestos mercuriales se ha
reportado para algunas plantas como el arroz, el trigo y otros cereales donde se
observa necrosis en la punta de las hojas, disminucion del porcentaje de
germinacién, germinacion anormal y reduccién en la longitud de tallos y raices

(Durango-Vargas y col., 2020; Cavallini y col., 2008).

Figura 15. Fitotoxicidad en N. glauca causada por absorcién de Hg.

Este estrés ocasionado por la presencia de metales pesados obliga a la planta a
buscar estrategias activas y pasivas para evitar la entrada de los metales a su
organismo, los cuales pueden ser la produccién de acidos organicos, antioxidantes,

fitoquelatinas y prolina (Sanchez-Garcia de la Torre, 2015).
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Para los datos de longitud de raiz el control dio un mayor resultado siendo de 20.27
cm (Cuadro 14) con respecto a las plantas sometidas a los diferentes tratamientos
en las cuales no hubo diferencia las cuales van en un rango de 3.13 a 5.80 cm
(Figura 17).

Para el tratamiento de jale-planta desde el dia 31 (13 de octubre del 2022) dej6 de

ser estadisticamente significativo puesto que solo una planta sobrevivio.

Sharma y col., 2020 y Girolkar y col., 2020, mencionan que el crecimiento de las
plantas y la biomasa tienen una influencia directa en los efectos de la
fitorremediacion por microbios, principalmente especies de Bacillus y Pseudomonas
pueden mejorar la fitorremediacidn al fomentar el crecimiento de las plantas. Se han
propuesto diversas especies que gracias a su biomasa son ideales para poder
acumular metales pesados en raiz, brote y hojas, como lo son Nicotiana tabacum,
Chenopodiaceae Typha latifolia, Helianthus annuus L, Cannabis sativa, Thelypteris
palustris y Zea mays (Tozser y col.; 2019, Hejna y col., 2020; Chauhan y Mathur,
2020; Sharma, 2021).

5.10. Sobrevivencia_de N. glauca expuesta a Hg.

Se monitored la sobrevivencia de las plantas a partir del dia 1 (15 de septiembre de
2022) al dia 120 (19 de diciembre de 2022). A partir del dia 31 fue menor del 11.1
% para el jale-planta que no contenia bacterias (Cuadro 14), lo cual podria sefalar
que las rizobacterias influyen en superar el estrés en la planta ocasionado por los
metales pesados existentes. Cuando el contenido de Hg en el suelo alcanza niveles
que rebasan los limites maximos permitidos para suelos (23 mg/kg para uso
agricola/residencial/comercial) (NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004) causan efectos
inmediatos en las plantas, como inhibicion del crecimiento y su desarrollo,
ocasionando que este crecimiento sea lento o llegando al extremo de muerte por
fitotoxicacién (Prieto-Méndez y col, 2009). Este contenido de metales pesados en el
suelo también suprime la composicidn cualitativa y cuantitativa de las comunidades
microbianas, las cuales estan influenciadas por su actividad metabdlica y diversidad
(Perpetuo y col., 2011; Ha y col., 2011; Ngo y col., 2020; Sharma y Rath, 2020).
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Para el control (arena-planta) se tiene una sobrevivencia del 100 % (Cuadro 14),
por lo tanto, la baja sobrevivencia de los demas tratamientos se le puede atribuir al
alto contenido de metales pesados y contaminantes en el jale, incluido el Hg. No
existe diferencia significativa para la sobrevivencia entre el control y los tratamientos
con las bacterias, los cuales van de 44.4 a 66.7 % (Cuadro 14), por lo que la
sobrevivencia de las plantas se debe, probablemente, a la inoculacion de las

rizobacterias.

Las bacterias han desarrollado una capacidad de sobrevivir en estos ambientes
contaminados debido a su exposicion constante y prolongada a los compuestos
toxicos. Algunas de las capacidades que han desarrollado las bacterias se incluyen
la biosorcidén, bioacumulacion y biotransformacion de metales y metaloides,
habilidades que han sido empleadas para la biorremediacion ex situ o in situ de

zonas contaminadas por las actividades mineras (Toledo-Hernandez y col., 2020).

Costa y Duta (2011), Hassan y col. (2008), El Baz y col. (2015) han descrito diversos
géneros bacterianos capaces de sobrellevar, bioacumular y biotransformar distintos
metales pesados; de los que sobresalen Bacillus sp., Pseudomonas sp.,
Actinomyces sp., Serratia sp., Enterobacter sp., Thiobacillus sp., Rhodobacter sp.,

Agrobacterium sp., Acidiothiobacillus sp.

5.11. Biomasa

Para los resultados evaluados el 27 de noviembre del 2022 no hubo diferencia
significativa para la masa de raiz en ninguno de los tratamientos inoculados con
bacterias, que van en el rango de 0.1850 a 0.2767 g mientras que el control presento
valores mas altos de 4.1633 g (Figura 16 A). Como se mencioné en el apartado
anterior, este valor mayor se debi6 a que la planta no estuvo en un constante estrés
por el Hg, dandole la oportunidad de poder desarrollarse plenamente tanto su masa

aérea como su raiz.
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Figura 16. Biomasa de N. glauca a los cuatro meses de tratamiento. (A) masa de
raiz en fresco (g); (B) masa de raiz en seco (mg); (C) masa de planta completa;
(D) masa de tallo y hoja (mg).

Los valores en seco para la raiz para el control fue 663 mg siendo mayor que los
resultados de los tratamientos de fitorremediacién de 16 a 44 mg (Figura 16 B).
Para la biomasa en planta completa (Figura 16 C) en donde incluye la masa de
seca de tallo, hoja (Figura 16 D) y raiz se obtuvieron los siguientes valores para los

tratamientos de 108 a 50 mg y el valor del control siendo mayor con 1111 mg.

En la Figura 17 A se puede observar al control después de los 4 meses donde la
longitud de su raiz (Cuadro 14) fue de 20.27 cm. Para la comparacion de longitud

de raiz (Figura 17 B) se pueden observar a el control y a la uUnica planta
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sobreviviente del jale sin bacteria con una longitud de 5 cm. Debido a que fue la
unica planta que sobrevivid, no se obtuvieron repeticiones por lo que no se pudieron
realizar comparaciones estadisticas. En los resultados obtenidos en la Figura 16 se
pueden observar a la planta completa, tanto las hojas, el tallo y la raiz del control y

los tratamientos.

Figura 17. Comparacién entre tratamientos. (A) Contol; () A. aurescens; (C) A.
ilicis, (D) B. simplex; (E) Consorcio.

Tl

Figufé 18. Plantas de N. glauca de 4 meses. (A) Control; (B) Comparacién de
control con jale sin bacteria.
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Es visible la influencia de las bacterias en el desarrollo de la planta, el control y el

consorcio siempre destacaron en cuanto a la mayor cantidad de biomasa, mejor

color y mayor sobrevivencia.

5.12. Analisis microbiolégicos.

Para las UFC por cm? realizado en planta, tanto en tallo como en hoja, no se
encontro una diferencia significativa, siendo el unico diferente A. aurescens en tallo

con un valor de 55,300. Los resultados de los tratamientos van en un rango de 3,925

a 16,625 (Figura 19).
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Figura 19. UFC/cm? (unidades formadoras de colonias por centimetro cuadrado)
en tallo y hoja de planta después de los 120 dias de tratamiento.

Para las UFC por g realizado en suelo rizosférico, no se encontré una diferencia
significativa, siendo A. aurescens el Unico diferente con un valor de 1.33x10°6. Para
los demas tratamientos se obtuvo un rango que va de 50,000 a 443,667 (Figura

20).
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Figura 20. UFC/g de suelo después de 120 dias de tratamiento.
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En la Figura 21 se pueden observar las colonias bacterianas aisladas de los
diferentes tratamientos del tallo de N. glauca siguiendo la metodologia descrita en
el apartado 5.4.1.

Figura 21. Colonias bacterianas aisladas de tallo donde C3-1 fue el control, B1-1
A. aurescens, B2-1 A. ilicis, B3-1 B. simplex y T1-1 el consorcio.

5.13. Analisis del_contenido_de mercurio en planta y suelo.

Los arbustos de N. glauca tienen una altura promedio de hasta 6 metros y una
lamina de 3-25 cm de largo (Rodriguez-Trejo, 2016), donde la biomasa promedio
de una planta adulta es de 195 g, esto cuando no hay una condicion de estrés por
una alta conductividad eléctrica provocada principalmente por metales pesados

(Falasca y col., 2019).

Si hipotéticamente se pudieran simular las condiciones como las de Falasca y col.
(2019) utilizando A. ilicis como bacteria fijadora de Hg, 1.809 g/L como densidad
aparente (Damas-Solano, 2022) y el valor inicial de la concentracién de Hg en el
jale (79 mg/kg) se podrian fijar 0.2736 mg de Hg por planta, lo cual podria
fitorremediar 5.472 kg de Hg por hectarea con una densidad de 20,000 plantas.

Si las condiciones fueran ideales, donde todas las semillas germinan y llegan a una
adultes plena, con una buena altura y un excelente porcentaje de biomasa, se
podrian fijar 428.733 kg de Hg por hectarea y de acuerdo con el trabajo realizado
tardariamos 78.3 afios en poder remediarlo, esto asumiendo que nuestras 20,000
plantas de N. glauca sobreviven a la fitotoxicacion ocasionada por el Hg y que la

concentracion de Hg no aumentara.

Las plantas de las cuales se obtuvieron las semillas no median mas de 2 metros,

tenian poca biomasa (Figura 22) y en cuanto a cantidad, eran muy pocas, no mas
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de 15 plantas, lo que nos indicaba poca sobrevivencia, similar al presente trabajo.
La sobrevivencia de plantas sin bacteria fue nula, no existe la opciéon de que las
plantas sobrevivan a las concentraciones de Hg sin la presencia de las rizobacterias,

lo cual nos habla de la gran influencia que tienen en el suelo.

Las rizobacterias tienen un papel fundamental para la sobrevivencia y la fijacion del
Hg en la planta, hablando estadisticamente y tomando a A. ilicis fue el tratamiento
que mas fijé Hg en la planta, y este se considero6 el 100 % y la segunda bacteria que
mas fijo Hg fue A. aurescens con un 33.7 %. Es complejo fijar este Hg en la planta,
puesto que el Hg se volatiliza y es liberado a la atmosfera en forma de Hg°, el cual
tiene un tiempo de residencia de alrededor de un afio, mientras que en su forma
oxidada Hg 2* tiene un tiempo de residencia de horas a meses (Caiza-Caiza, 2018).
Esta porcion de Hg?* de la atmosfera se deposita en agua y suelo, transformandose

en las formas toxicas que fitotoxicaron a las plantas.

En la ultima década se le ha dado la importancia necesaria y urgente a poder buscar
soluciones de estas formas tdxicas del Hg. Estas soluciones van en conjunto con la
utilizacion de microrganismos y organismos, a continuacion, en el Cuadro 15 se

presentan algunos trabajos con Hg.
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Figura 22. N. glauca en jale Mina la Negra, Maconi.

Cuadro 15. Trabajos sobre fitorremediaciones de Hg.

Autor

Trabajo

Vidal-Durango y col., 2010.

Remediacion de suelos
contaminados con mercurio utilizando
guarumo (Cecropia peltata)

Zapata y col., 2017.

Efectos de la lombriz roja californiana
(Eisenia foetida) sobre el crecimiento de
microorganismos en suelos contaminados
con mercurio de Segovia, Antioquia.

Puicon y col., s.f.

Bioremediation of soils polluted with mercury
by using Pseudomonas sp isolated from
informal mining zones.

Mariaca Restrepo y col., 2022.

Biorremediaciéon de suelos contaminados
por mercurio (Hg) utilizando la cepa
Pleurotus pulmonarius
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Cedefio Moreira y col., 2022.

Empleo de bacterias como alternativa de
biorremediacién en suelos contaminados
con mercurio (Hg), Zinc (Zn), aluminio (Al) y
cobre (Cu) con empleo de bacterias.

Montes y col., 2021.

Biorremediacion de suelos contaminados con
mercurio en el Bajo Cauca Antioqueio

Valenzuela-Cobos y col., 2022.

Eficiencia de los Hongos PLEUROTUS
OSTREATUS Y ASPERGILLUS NIGER en
la Biorremediacion de Suelos Contaminados
con Metales Pesados.

Munoz-Chavez, 2017.

Evaluacién in vitro de la capacidad de Mani
forrajero (Arachis pintoi W.C) y Guarumo
(Cecropia peltata L) en la biorremediacion de
suelos contaminados con mercurio.

Aguado y col., 2013.

Aislamiento y caracterizacion de rhizobia de
leguminosas crecidas en suelos

contaminados con mercurio para su uso en

biorremediacion.

Garcia Cienfuegos y col., 2021.

Biorremediacion de mercurio en suelos
mediante Zea Mays Inoculado con
Pseudomonas Pseudomonas Putida y la
Adiccién de Compost.

Para los analisis de Hg en planta se pudo observar una diferencia significativa entre

los tratamientos, donde los resultados de A. aurescens (0.473 mg/kg) y B. simplex

(0.60 mg/kg) son iguales entre si. Se observa que la planta mas tolerante y que

retuvo mas Hg fue la inoculada con A. ilicis con un valor de 1.403 mg/kg (Figura

23). Entre A licis y consorcio (0.933 mg/kg) no hubo diferencia significativa, debido

a que el consocio contenia a A. ilicis.
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Figura 23. Contenido de Hg en planta sometida a fitorremediacion.

Para el analisis inicial de Hg en suelo, el jale obtuvo un resultado de 79 mg/kg,
mientras que para los resultados después de los tratamientos en suelo no hubo
diferencia significativa, los cuales obtuvieron resultados de 0.446 + 0.309 mg/kg
para el suelo inoculado con A. aurescens, 0.476 + 0.011 mg/kg para el consorcio y

0.396 = 0.135 mg/kg para el jale solo con planta.

Se tomo la decisidon de solo mandar al laboratorio el tratamiento con A. aurescens
porque tanto estadisticamente como visualmente fue el que mejor respuesta tuvo,
desde su conteo de bacterias hasta la sobrevivencia de sus plantas, ademas de que
se tomd en cuenta la bibliografia consultada donde A. aurescens siempre destacaba
por su fijacion de metales y contaminantes en el suelo (Cuadro 9). A pesar de que
la estadistica la proponia como la mejor opcidn se obtuvieron otros resultados para
la fijacion en planta, en la que destaco A. ilicis con un valor de 1.4033 mg/kg, al ser
ambas del género Arthrobacter comparten similitudes en su metabolismo y en su
mecanismo de respuesta al estrés, con lo cual se podria proponer a este género

como la mejor opcidn a utilizar en fitorremediaciones.
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6. CONCLUSIONES

El mercurio siempre ha existido en la naturaleza, por lo tanto, siempre hemos estado
en contacto con él. Las malas practicas en el manejo de residuos, la extraccidon
excesiva de piedras preciosas por parte del sector minero y el desinterés del ser
humano ante la contaminacién ha ocasionado que este metal pesado esté en mayor
abundancia en el suelo, ocasionando una contaminacion que tardaria una vida

humana en poderse remediar, aproximadamente 78.3 afos.

Las bacterias Arthrobacter aurescens, Arthrobacter ilicis y Bacillus simplex
demostraron ser especies bacterianas capaces de tolerar y fijar Hg y probablemente
otros metales pesados en simbiosis con plantas ya establecidas en lugares
contaminados, ademas de que también indicaron ser el factor principal de la
sobrevivencia de la planta, ayudandole con el estrés ocasionado por la
fitotoxicacidn. La presencia de Hg y otros metales pesados en el suelo influyeron en
el crecimiento y desarrollo de N. glauca, ocasionando la poca sobrevivencia y
fitotoxicacién, como se pudo observar en la clorosis en las hojas y el lento

crecimiento.

Por otra parte, estas especies de bacterias en simbiosis con N. glauca modificaron
las propiedades fisicoquimicas en suelos mineros, disminuyendo su pH y por lo
tanto aumentando todas las demas propiedades. Se demostré que las propiedades
del suelo estan estrechamente relacionadas entre si, observando que cuando la
M.O. aumenta, la CE y la CIC también, dejando a los nutrientes mas disponibles

para las plantas.

El presente trabajo logré determinar la efectividad de las bacterias y los cambios
fisicoquimicos que sufrié el suelo a lo largo de 5 meses de experimentacion, se
necesita mas tiempo para poder obtener mejores resultados en cuanto a la fijacion
de Hg, ya que se pudo observar que las plantas con bacterias estaban creciendo y
desarrollandose lo mejor posible ante la fitotoxicacion, quiza con un tiempo mas

prolongado se puedan lograr mejores valores de fijacion en la planta.
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