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Resumen

La mineria de carbon es una de las fuentes de recursos primarios mas importantes a nivel
mundial, cuya extraccion de mineral genera una serie de problematicas ambientales y
econdmicas, se afecta el ecosistema por la pérdida de capa vegetal, y contaminacion de
agua, aire y suelo, por lo que es importante buscar soluciones que permitan la
recuperacion de estos ambientes. Una forma de recuperar los suelos es mediante la
fitoestabilizacion, esta consiste en el uso de plantas para reducir la contaminacion
generada los vertimientos quimicos que provienen de la extraccion de minerales de estos

ambientes.

Azospirillum brasilense es una bacteria con capacidad de fijar nitrégeno, considerada
como Bacterias Promotoras de Crecimiento (PGPB), que le permite a la planta a
provechar de forma més efectiva los nutrientes que se encuentran en el suelo, y aumentar
su productividad. Siendo un beneficio que se puede utilizar en conjunto con técnicas de
fitoestabilizacion al mejorar la posibilidad de asentamiento de las plantas en suelos que
presentan contaminacion. El objetivo de este estudio fue evaluar el potencial de
Baccharis macrantha Kunt inoculada con Azospirillum brasilense Cd como especie
vegetal Gtil para la fitoestabilizacion de un suelo de mina de carbdn. Para lograr este
objetivo, se sembré Baccharis macrantha Kunt inoculada y no inoculada con
Azospirillum brasilense Cd en suelo de mina de carbon, suelo de invernadero y arena, a
las cuales se les realizd la medicion de respuestas fisiologicas, adicionalmente, se
determind parametros fisicoquimicos y microbiologicos del suelo de mina de carbon, asi
como la concentracion de metales pesados en suelo de mina de carbon, al inicio y al final

del experimento. Se encontrd que no hubo una diferencia estadisticamente significativa



en el crecimiento de Ciro inoculada y no inoculada con A. brasilense Cd, se observé una
disminucion en las concentraciones iniciales y finales de metales pesados presentes en
el suelo de mina de carbén sembrado con B. macrantha Kunt. Se encontr6 que el suelo
de mina de carbon presentd caracteristicas que permite el crecimiento de especies
vegetales. Con esto se concluy6 que Baccharis macrantha es una especie vegetal util

para la fitoestabilizacion en suelo de mina de carbén.

Palabras clave: Azospirillum brasilense Cd, Baccharis macrantha Kunt,

Fitoestabilizacién, PGPB, Mineria.



Abstract

Coal mining, is one of most important source of primary resource worldwide; whose
mineral extraction creates a series of environmental and economic problems, the
ecosystem is affected by the loss of vegetation, and the contamination of water, air and
soil, so it’s important to look for solutions that allows the recovery of this environmental
issue. One type of solution is phytostabilization, which consist of the use of plants to
reduce the pollution generated by chemical discharges that come from the extraction of
minerals from these environments,

Azospirillum brasilense is a growth-promoting bacteria (PGPB), which allows the plant
to have an effective intake if the nutrients found in the soil, and increase its productivity.
This benefit can be used in conjunction with phytostabilization techniques to improve
the possibility of survival and settlement of this plants in oils that have been
contaminated. The objective of this study is to evaluate the potential of Baccharis
macrantha Kunt inoculated with Azospirillum brasilense Cd as a plant species useful for
the phytostabilization of a coal mine soil. To achieve this goal, Baccharis macrantha
Kunt, inoculated and not inoculated with Azospirillum brasilense Cd was cultivated in
coal mine soil, greenhouse soil and sand, then their physiological responses were
measured, additionally, physicochemical and microbiological parameters were
determined, as well as the concentration of heavy metals in coal mine soil, at the
beginning and at the end of the experiment.

It was found that there was not a statistically significant difference in the growth of Ciro

inoculated and not inoculated with A. brasilense Cd, there was a decrease in the initial



and final concentrations of heavy metals present in the soil of coal mine cultivated with
B. macrantha Kunt. It was found that the coal mine soil presented characteristics that
allow the growth of plant species. With this it was concluded that Baccharis macrantha
is a useful plant species for phytostabilization in coal mine soil.

Key Words: Azospirillum brasilense Cd, Baccharis macrantha Kunt,

Phytostabilization, PGPB, Mining.
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1 Introduccion

La mineria de Carbdn es una de las industrias que permite el avance economico y
tecnoldgico de los paises, al proveer la materia prima que permite desarrollar las distintas
tecnologias ( International Council on Mining and Metals ICMM, 2016 ). Sin embargo,
esta practica es destructiva para el medio ambiente ya que genera la pérdida de la capa
vegetal, dafo en el paisaje del area; contamina el suelo por vertimientos quimicos, el
agua por el aumento de concentracién de particulas producido por manejo inadecuado
de residuos y el aire por la emision de gases y material particulado (Acosta Bueno,
2016), lo que da como resultado el deterioro del ecosistema (Wang et al., 2014).

Aunque ya existen métodos de recuperacion de zonas contaminadas por mineria, estos
suelen ser costosos y de dificil aplicacion, por lo que es importante generar alternativas
mas econdmicas que permitan la recuperacion de zonas contaminadas (Delgadillo,
2008). Dentro de estas alternativas se encuentra la fitoestabilizacion, la cual consiste en
reducir la contaminacion del suelo mediante el uso de plantas (Tobar Valenzuela &
Vanegas Padilla, 2014). Sin embargo uno de los retos que presentan las plantas para
establecerse en estos ambientes contaminados, son la falta de nutrientes y condiciones
necesarias para que estos puedan sobrevivir, por este motivo se apoya el crecimiento de
la planta, mediante el uso de bacterias promotoras de crecimiento, como Azospirillum
brasilense, que han permitido el asentamiento de estas plantas en zonas contaminadas y
la posible recuperacién de su productividad (de-Bashan et al., 2010). Para este estudio,
se eligid el uso de la planta nativa Ciro (Baccharis macrantha Kunt), que se encuentra
presente en las zonas de mina de carbon elegida. Adicionalmente, han realizado reportes

sobre la capacidad que tiene esta planta para sobrevivir en ambientes contaminados
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(Avila et al., 2015; Hidroel et al., 2015), permitiendo la recuperacion de estos suelos.
Sin embargo, las plantas requieren de constante acceso a minerales, los cuales no
siempre se encuentran disponible para ser absorbidos. Para esto se puede utilizar
bacterias promotoras de crecimiento, que permiten a la planta tener una mayor

posibilidad de sobrevivir en estos terrenos y al aprovechar mejor los nutrientes del suelo.

19



Estudio preelim. Fitoestab. en suelo Mina Carbdn con Ciro inoculado con A. brasilense.

2 Marco de referencia

2.1 Mineria

N. Torres M

La industria minera tiene una importancia econémica muy grande a nivel mundial, ya

que ocupa una posicién primaria al inicio de la cadena de demanda de recursos (ICMM,

2016). Esta industria provee las bases para el desarrollo humano, mediante el suministro

de metal y mineral siendo estos la clave para todos los servicios e infraestructura que se

usan actualmente en la sociedad contemporanea, los cuales abarcan una gran cantidad

de éareas e industrias que van desde vivienda, calefaccién y luz, pasando por transporte,

construccion, manufactura, entretenimiento, artes y turismo, todos estos, servicios de

alta demanda del consumidor (ICMM, 2012).

2.1.1 Mineria de carbén

La mineria de carbon consiste en la extraccion de carbon directamente de depdsitos

del suelo. Este mineral esta compuesto por roca sedimentaria que se encuentra entre los

estratos rocosos (Energy Information Administration EIA, 2018a), es altamente valorado

por su contenido energético y versatilidad; se ha utilizado como fuente para generar

electricidad, en las industrias metaldrgicas, en industrias de productos especializados

como carbon activado, utilizado en filtros para purificar agua; fibra de carbon utilizado

como material ligero que refuerza la construccion de un elemento, y el uso dentro de

otras industrias (World Coal Association, 2018b).

El carbon representa el 37% de energia utilizada a nivel mundial (World Coal

Association, 2018a). Actualmente hay 11 paises con las mayores producciones de carbon

en el mundo, donde los tres paises con mayor produccién en el mundo son China (Jia,
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2018), Estados Unidos (EIA, 2018b),e India (Statista, 2018). Colombia se encuentra en
la posicion ndmero 11 a nivel mundial, con una produccion de 61.44 millones de

toneladas en el 2017, siendo el 10% del comercio a nivel mundial (CEIC, 2018).
2.1.2 En Colombia

Colombia cuenta con el 0.4% de reservas de carbén a nivel mundial, y la mitad de
reserva de carbon dentro de Suramérica (Unidad de Planeacién Minero Energética -
UPME, 2017), la mineria corresponde al 2.1% del PIB del pais, donde la extraccion de
carbon tiene una participacion de 1.3%; EIl carbdn corresponde al 14.1% de las minas
que se presentan en el pais, y corresponden al 15% de las exportaciones totales del pais
(Rojas, 2015).

La mineria en Colombia esta intimamente relacionada con el desarrollo econémico y
social, fendbmeno que se puede observar a nivel mundial (ICMM, 2016 y ICMM, 2012).
Por la participacion que tiene en el PIB, este aporta un gran impulso al crecimiento
econdémico a las comunidades ubicadas en la zona de influencia de los yacimientos
mineros (Villegas, 2017). Gracias al aporte de regalias, lo cual constituye una de las
contribuciones mas importantes a las finanzas publicas, representan un beneficio
econdémico fundamental para algunos departamentos y municipios (FEDESARROLLO,
2008). El ingreso econdmico genera oportunidad en el desarrollo de proyectos cuyo
propoésito es mejorar la calidad de vida de los habitantes, permitiendo desarrollar
proyectos de educacion, deporte, cultura, recreacion, salud, nutricion, saneamiento
béasico y reasentamientos. Generando fuente de ingresos a los ciudadanos mediante la

creacion de empleos y oportunidades de trabajo (Habib Daza, 2017).
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En Colombia la extraccion de carbon se realiza principalmente en los departamentos
de La Guajira, Cesar, Antioquia, Valle del Cauca, Cundinamarca, Boyaca, Santander,
Norte de Santander, cada uno con potenciales distintos de produccion de carbon (Medina
etal., 2014).

Dentro de las empresas dedicadas a la extraccion en Colombia, se encuentra
MinMiner, la cual es una empresa dedicada a la produccion, beneficio y
comercializacion nacional e internacional de carbones térmicos, metalirgicos y coque,
localizada entre Cucunubé y Sutatausa Cundinamarca Colombia.

Esta empresa, cuyo enfoque esta basado en la produccion, calidad, posicionamiento,
aumento de productos procedentes de la extraccion de carbon y servicios. “Busca el
mejoramiento continuo ante los clientes y competencia nacional e internacional, busca
mantener su posicion social como una de las mejores empresas productoras y
exportadoras de alta calidad en el campo minero de Colombia. Tiene acciones orientadas
al uso y manejo adecuado de recursos naturales, a la prevencion de la contaminacion y
al cumplimiento de los requisitos legales para mantener y mejorar el desempefio
ambiental, ademas de contribuir con el desarrollo sostenible, el equilibrio social y la
conservacion del espacio natural donde actla, delimitado por el contrato de concesion
1921T” (MinMiner S.A, 2015). Parte de la problematica que presenta esta empresa, es
la acumulacion de inertes mineros, también conocidos como Pefia, los cuales son una
mezcla de roca finamente molida y fluidos de procesos que quedan luego de la extraccion
del mineral (Loch Arellano, 2017). Este material, actualmente solo se acumula en
relaves mineros, sin un objetivo claro para su utilizacion, esta acumulacion genera una
serie de problematicas ambientales, las cuales necesitan un acercamiento a una posible

solucion.
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2.2 Consecuencias ambientales, economicas y sociales

Si bien el producto de la mineria de carbdn presenta ciertos beneficios, el proceso de
extraccion tienen el potencial de destruir flora, fauna y contaminar el suelo, aire y agua
de las zonas que lo rodean, resultando en el deterioro del ecosistema (Wang et al., 2014).

Este impacto en el ambiente, tiene una serie de consecuencias que son de dificil
soluciéon. Comenzando con el dafio que se genera en el suelo; alterando la concentracion
de nutrientes lo que lleva a afectar fertilidad, reduciendo la capacidad de prestar diversos
servicios ecosistémicos. Es un recurso natural finito no renovable y tiene un papel muy
importante en los ciclos biogeoquimicos, el reciclado y almacenamiento de nutrientes,
la fertilidad del suelo, la formacidn de materia organica, y estos procesos contribuyen a
la sustentabilidad del ecosistema, que al verse afectado interfiere con el desarrollo
natural de los procesos biogeoquimicos, indispensable para la produccion de alimentos
y materias primas de las cuales depende la sociedad mundial y la vida en general
(Burbano-Orjuela, 2016). El ambiente se ve afectado inicialmente por la pérdida de area
debido a la perturbacion que se da por la actividad minera, donde la transformacion del
terreno ocurre no solo por la extraccion del mineral, sino también por las zonas que son
escogidas para ser zonas de acumulacion de desechos mineros (Brundtland, 1989).
Modificando el relieve e impacto visual de la zona removiendo la capa vegetal del mismo
y creando peligros geotécnicos como la desestabilizacion de ladera y creando desniveles
(Hllio, 2013).

El proceso de extraccion de carbon, también genera procesos de contaminacion en el

suelo, mediante el vertimiento de metales pesados tales como plomo (Pb), Cobre (Cu),
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Cadmio (Cd) Mercurio (Hg) entre otros, los cuales provienen del uso de quimicos para
extraer el mineral del suelo, afectando los procesos fisicos quimicos naturales, creando
variaciones en el régimen hidrico del suelo, afectando la estructura del mismo, creando
perdida de horizontes por erosion inducida, cambiando los valores de pH en el suelo.
Creando impacto en medios hidricos, contaminando los cuerpos de agua por procesos
de lixiviacion de metales pesados, y afectando la atmosfera mediante la produccién de
gases toxicos producidos durante la explotacion (lllio, 2013).

El deterioro y pérdida de las zonas que se produce como consecuencia por la
explotacion minera, tiene como efecto la reduccion o alteracion de los ecosistemas, cuya
consecuencia estd en la disminucion o cese de la produccidn de bienes y servicios
ambientales los cuales permiten mantener los equilibrios globales responsables de las
condiciones que hacen posible la vida en el planeta, permitiendo a la humanidad
satisfacer las diferentes necesidades (Figueroa, Reyes, et al., 2009). Afectando la
productividad econdémica, presentando pérdidas de hasta 1.456 millones de pesos al
generarse un impactando en las actividades agropecuarias por la pérdida de la
productividad del suelo (Acosta Bueno, 2016).

Las concesiones mineras deben de armonizar la planeacion de programas y obras de
trabajo para la explotacion, con las consideraciones ambientales de prevencion del
deterioro de los ecosistemas en el area de influencia, por este motivo deben de tener en
cuenta las restricciones establecidas segun el articulo 35 de la Ley 685 de 2001, por lo
que deben de tener sistema de gestion ambiental el cual le permita cumplir con sus
obligaciones y responsabilidades ambientales (Ministerio de Minas y Energia y

Ministerio del Medio Ambiente, 2002).
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Al verse afectado el ecosistema y todas las consecuencias que esto trae, es importante
encontrar soluciones que permitan restaurar las zonas que han sido contaminadas por la
actividad humana y se encuentran en estado no productivo. Buscar estrategias de
recuperacion ambiental es fundamental para el futuro.

Adicional a los ambientales y econémicos hay dafios a salud de la poblacién, no solo
con las personas que tienen trabajo o contacto directo con la extraccion de carbon, sino
también en comunidades que estan cerca. Como lo reporta Acosta Bueno, en el 2016,
las personas que presentan contacto directo con la extraccion de carbén se les ha
identificado problemas cronicos, como por ejemplo la enfermedad de pulmén negro
(neumoconiosis de los mineros del carbon), mientras que las personas que viven en zonas
aledafias, son afectados por los efectos de explosiones, derrumbe de minas, dispersion

de polvo y contaminacion auditiva generado por los camiones carboneros.

2.3 Fitoestabilizacion

La problemética de la pérdida ecosistémica y la importancia de recuperarla, ha
impulsado el desarrollo de tecnologias que tienen distintos tipos de aplicacién y costos
que van desde el uso de biofertilizantes, tratamientos con biopolimeros,
electromagnetismo entre otros (ZUfiga et al., 2011).

Dentro de estas tecnologias, en las ultimas décadas del siglo XX surgieron nuevas
técnicas fundamentadas en el empleo de organismos vivos para descontaminar, en este
caso, suelos contaminados por el ejercicio de la extraccion de carbén mineral. La

tecnologia basada en el uso de plantas, se denominé fitorremediacion el cual esta
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definido como el uso de plantas para eliminar los contaminantes del entorno o reducir
su peligrosidad (Carpena Ruiz & Bernal Calderon, 2007).

La fitorremediacion se divide en una serie de fitotecnologias dentro de las cuales se
encuentra la fitoestabilizacion, la cual utiliza plantas para la reduccion de la
biodisponibilidad de los contaminantes en el entorno, mejorando las propiedades fisicas
y quimicas del medio, mediante la absorcion y acumulacion de elementos toxicos en las
raices, o por medio de la disminucion de la precipitacion de estos contaminantes que se
encuentran en la zona de la rizosfera a cuerpos de agua, reduciendo la movilidad de los
contaminantes y evitando asi su migracion a cuerpos de agua o al aire (Delgadillo,
2008).

La fitoestabilizacidn utiliza especies vegetales nativas capaces de resistir y sobrevivir
en suelos con altos niveles de metales pesados, con el fin de estabilizar fisica y
guimicamente sustratos ricos en metales como es el caso de los depositos de relaves,
comparados con otras tecnologias tradicionales como la Vitrificacion o Cementacion
presenta ventajas a nivel ecologico (Tobar Valenzuela y Vanegas Padilla, 2014).

Los beneficios que presenta la aplicacion de la fitoestabilizacion son varias, las cuales
van desde la aplicacidn del tratamiento tanto in situ como ex situ. Se realiza sin necesidad
de transportar el sustrato contaminado, disminuyendo asi la diseminacion de
contaminantes. Es una tecnologia sustentable, eficiente tanto para contaminantes
organicos e inorganicos, es de bajo costo, y no requiere de personal especializado para
su manejo, no requiere de manejo de energia, solo requiere de practicas agronomicas
convencionales, acta positivamente sobre el suelo, mejorando sus propiedades fisicas

y quimicas debido a la formacion de una cubierta vegetal en la zona (Mufioz, 2013).
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La fitoestabilizacion puede presentar una serie de desventajas como: el tiempo de
realizacion; la localizacion del contaminante el cual debe estar cercano a la rizosfera, las
condiciones fisicas y quimicas del suelo, los cuales afectan el crecimiento de la planta.
También las concentraciones del contaminante presentan una desventaja ya que este
debe estar dentro de los limites tolerables para la planta. Riesgo de lixiviacion de los
contaminantes mas mdviles y accesibilidad a la zona contaminada. No todas las plantas
presentan tolerancia o son acumuladoras (Carpena Ruiz y Bernal Calderon, 2007).
Tampoco es muy claro como se realiza la disposicion de una planta que presente
contaminantes en su interior sin que estos sean depositados en el medio nuevamente
(Tobar Valenzuela & Vanegas Padilla, 2014). Para poder realizar la fitoestabilizacién
se requieren de un acercamiento inicial para poder poner en practica a mayor escala, ya
que existen una serie de limitaciones sobre las cuales se debe de elaborar un plan de
manejo; como se menciona anteriormente la fitoestabilizacion requiere de plantas que
presenten caracteristicas de tolerancia a metales pesados, que sean nativas de la zona, se
requiere de un estudio de los componentes del suelo (Tobar Valenzuela & Vanegas
Padilla, 2014), con el fin de observar cuales pueden ser las posibles desventajas al tratar
este tipo de suelos a gran escala; debe de haber indicios de que si existe una reduccion
de contaminantes presentes en el suelo, lo cual depende del tipo de especie vegetal a ser
utilizada, su capacidad de tolerancia a este tipo de suelos contaminados, y la posibilidad
de usar apoyo tales como biofertilizantes o microorganismos que facilitan el
establecimiento de estas plantas en los tipos de suelos que suele presentan cierto rango
de dificultad, al mostrar caracteristicas como poca concentracion de nutrientes, humedad

y poca o nula presencia de microorganismos en el suelo (Loch Arellano, 2017).
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La realizacion de fitoestabilizacion consta de una serie de etapas, donde se requiere
del apoyo inicial de areas multidisciplinarias que proporcionen conocimiento adicional
sobre las condiciones fisicoquimicas en las que encuentra el suelo, el grado y con qué
elementos se encuentra contaminado el suelo, ademas de las influencias que pueden estar
ejerciendo microorganismos en la dindmica del suelo (Fernandez Mulas, 2016), este
paso inicial va en conjunto con la prospeccion de uso de determinadas especies vegetales
para su tolerancia y /o acumulacion de contaminantes del suelo, con el fin de
proporcionar una base solida que permita seguir con la fitoestabilizacion realizada en el

terreno de interés (Ginocchio & CIMM, 2008).
2.4 Generalidades de Baccharis macrantha Kunt

El Ciro o Chilco (Baccharis macrantha Kunt) es una planta de la familia Asteraceae
(Mangoliopsida: Asterales). Es un arbusto con crecimiento de hasta 2 metros, ramas
tortuosas, lenticeladas, hojas oblongo-eliptica, sublanceolada u oblingo-ovada atenuada
hacia el apice (Xi, 1985). Hoja verde discolor, tallos con tintes rojizos (Herbario JBB en
linea, 2011).

Encontrandose entre los 2600 hasta 3500 metros de altitud presenta una distribucion
geogréfica que se extiende por toda Colombia y Ecuador. Esta subespecie se encuentra
en todos los paramos que rodean la Sabana de Bogota, extendiéndose por toda la
Cordillera Oriental (Xi, 1985).

Segln Avila et al., en el 2015 e Hidroel et al., en 2015, este arbusto presenta
crecimiento rapido, asociacion con la microbiota del suelo, una alta fecundidad y amplia
oferta de recursos para la fauna dispersora de semillas, lo cual les confiere la capacidad

de colonizar ambientes altamente perturbados y suelos empobrecidos, se le atribuye
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2.5

efecto inductor sobre la sucesion vegetal, ya que soporta suelos pobres, poco profundos
y erosionados, ademas de suelos duros y arcillosos.
Sin embargo, ain no hay reportes sobre la capacidad fitoestabilizadora o tolerancia a

concentraciones de metales toxicos.

Generalidades de Azospirillum brasilense

Azospirillum brasilense, es una proteo-bacteria perteneciente al género Azospirillum,
los cuales en la actualidad son consideradas bacterias de interés cientifico debido a su
habilidad de mejorar el rendimiento de diversas especies vegetales de interés agricola y
ambiental (Chavez Ramos, 2013).

Descritas por primera vez en 1925 por Beijerinck y redescubiertas en 1975 por
Ddobereiner y colaboradores, que nombraron la bacteria Azospirillum spp. Cuando
realizaron nuevos estudios (Caballero-Mellado, 2013). En la actualidad se han reportado
10 distintas especies para este género: A. brasilense, A. lipoferum, A. amazonense, A.
halopreferens, A. irakense, A. largimobile, A. dobereinerae, A. oryzae, A. melinis y A.
canadense (Chavez Ramos, 2013), fueron aisladas principalmente de cereales tales
cdémo maiz, trigo, arroz, sorgo, avena y pastos forrajeros (Caballero-Mellado, 2013).

Es una bacteria es fijadora de nitrégeno, consideradas como Bacterias promotoras de
Crecimiento Vegetal [PBPB por sus siglas en inglés Plant Growth Promoting Bacteria
(Bashan & Holguin, 1998) o PGPR, PlantGrowth Promoting Rhizobacteria (Koepper &
Schroth, 1980), ha sido la més estudiada, ya que es capaz de afectar el crecimiento y
rendimiento de una gran variedad de especies vegetales, muchas de estas consideradas

de importancia agroecoldgica (Dobbelaere, Vanderleyden, & Okon, 2003). Se ha
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demostrado en diversos estudios el efecto que presenta la inoculacién de A. brasilense
en el crecimiento de distintas plantas, donde se observan: en la raiz, un incremento en la
longitud de la misma y el volumen radicular, (de-Bashan et al., 2007). EIl crecimiento
del tallo se incrementa por la produccion de Gibelerinas (GAs), (Fabricio D Cassan,
Piccoli, & Bottini, 2003), por consiguiente el efecto promotor también afecta la cantidad
de hojas presentes en la planta, incrementando de esta manera la biomasa de la planta,
creando de esta manera un aumento en la produccion de la planta (Pereg, de-Bashan, &
Bashan, 2016), también esta influye en los niveles de indice de clorofila, por la relacion
que existe entre A. Brasilense y la fijacion de nitrégeno (Corrales-Gonzalez, Rada, &
Jaimez, 2016). Donde el nitrogeno disponible estd asociado a los cloroplastos
responsables de la coloracion verde de las hojas, y encargado de absorber la luz necesaria
para realizar la actividad fotosintética (Bernal, Navas, & Hernandez, 1996).

El efecto benéfico de la bacteria depende directamente de la colonizacion de esta en las
raices de las plantas, la cual lo realiza en principio, mediante una fase de dispersion,
seguido del movimiento de la bacteria hacia la raiz de la planta hospedera mediante
quimiotaxis bacteriana. Luego sigue la fase de absorcion la cual consta de dos fases: En
la primera fase, la bacteria se adhiere rapidamente, de manera reversible mediante
enlaces ionicos hidrofobicos. En la segunda, ocurre absorcion irreversible, la cual se
forma una malla entre la bacteria y la superficie de la raiz (Parra & Cuevas, 2001). Lo
que lleva a una asociacion de la bacteria con la raiz.

Posterior a esto se han propuesto varios mecanismos de accion buscando explicar como
se da el efecto promotor de esta bacteria a la planta colonizada, donde se ha sugerido
que se realiza mediante el aumento de la produccion de fitohormonas, mejoran la fijacion

de nitrogeno en las plantas (Bashan et al., 2004; Fukami et al., 2016), aumentan la
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resistencia a los agentes patdgenos, se ha reportado que presentan efectos antagonicos
contra otros miembros de la comunidad bacteriana al poseer la capacidad de producir
sideroforos (agentes quelantes del hierro) (Caballero-Mellado, 2013). Sin embargo, aun
no es claro cuél es el mecanismo exacto con el que esta bacteria actia como promotor
de crecimiento vegetal (Bashan y de-Bashan, 2010).
Los efectos de A. brasilense se ha observado en una gran variedad de plantas, y en
distintas situaciones, que varian, desde estudios en plantas de interés comercial y
agricola (Canto-Martin et al., 2004; Hungria, et al.,2010) hasta interés ambiental, como
la recuperacion de suelos desérticos degradados, utilizando plantas nativas de la zona
(de-Bashan et al., 2010).

Sin embargo, esta bacteria puede poseer dificultades a la hora de colonizar distintas
plantas, al verse afectada por distintos factores ambientales, lo cual en ciertos casos

puede no hacerse efectivo su efecto promotor de crecimiento (Bashan , 2004).
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3 Pregunta de Investigacion

Baccharis macrantha Kunt inoculada con A. brasilense Cd ¢ Tiene el potencial para

ser usada en la fitoestabilizacion de un suelo de mina de carb6n?
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4 Justificacion

El carbon es un mineral muy importante para la economia del pais, el desarrollo de
esta actividad esta ligado a la historia del pais, y las comunidades que han surgido
alrededor de su explotacién (Habib Daza, 2017). Encontrandose distribuida en distintos
departamentos del pais (Unidad de planeacion minero energética Upme, 2016). Es
conocido que la actividad de extraccion de carbdn genera una serie de impactos
ecosistémicos en los sitios donde se lleva a cabo, los cuales son bastante nocivos para el
ambiente, causando levantamiento de cobertura vegetal, escombros de material inerte
que causan cambios tdxicos en la composicion quimica del suelo generando un impacto
ecologico y econdémico a las personas que residen aledafias a la zona (Acosta Bueno,
2016). Estos escombros, generados por la extraccion del material, no tienen un uso
establecido (Loch Arellano, 2017), y el aprovechamiento de este material en procesos
industriales, es muy dificil y con excepciones muy marcadas (CEDEX, 2011). Por lo
que actualmente, el manejo de este tipo de material presenta un protocolo, el cual se
enfoca en la acumulacion y aislamiento de este material (UPME, 2015) mas no en la
posible recuperacion o reduccion de los contaminantes que presenta este tipo de suelos.

En la actualidad existen tecnologias que buscan generar restauracion ecoldgica de
estos sitios contaminados mediante el uso de distintas técnicas que pueden presentar un
reto en el costo y la implementacion del mismo (Ortiz Bernad et al., 2007). Se han creado
diversas tecnologias para recuperar este tipo de suelos, donde uno de los mas
beneficiosos es por medio de la Fitoestabilizaciéon, el cual se ha comprobado
anteriormente que es viable para la recuperacién de este tipo de suelos (Carpena Ruiz &

Bernal Calderdn, 2007; de-Bashan et al., 2012). Se recomienda que para el uso de este
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método de recuperacion de suelos se utilicen plantas nativas de la zona de interés, porque
provee una serie de ventajas a la hora de aplicarlo (Jara-Pefia et al., 2014; Lara et al.,
2011). Es un método que requiere de una serie de pasos que se apoyan en areas
multidisciplinarias(Fernandez Mulas, 2016), que recopilan informacidn que permiten
establecer si es posible ser aplicado en distintos sitios, los cuales, usualmente presentan
caracteristicas distintas uno de los otros. En Colombia este método aun no es muy
aplicado y requiere de una mayor acumulacion de conocimientos y estudios, la
realizacion de este proyecto, busca generar informacion sobre las fases iniciales que
permitan la realizacion de fitoestabilizacion en suelos de minas de carbon, estableciendo
el potencial de uso por parte de la planta nativa Ciro, inoculada con la bacteria promotora
de crecimiento Azospirillum brasilense, en la reduccion de la contaminacion del suelo

de la mineria de carbon localizada en el departamento de Cundinamarca.
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5 Objetivos
5.1 Objetivo general

Evaluar el potencial de Baccharis macrantha Kunt inoculada con Azospirillum
brasilense Cd como especie vegetal util para la fitoestabilizacion de un suelo de mina de

carbon.
5.2 Objetivos especificos

e Identificar las condiciones iniciales del suelo de mina de carbén a nivel fisicoquimico
y microbiolégico.

e Determinar la capacidad de crecimiento de Baccharis macrantha Kunt inoculada con
Azospirillum brasilense Cd en un suelo de mina de carbon bajo condiciones de
invernadero

e Comprobar la posible disminucion de la concentracion de metales pesados en suelo
de mina de carbdn, sembrado con Baccharis macrantha Kunt (Ciro) inoculado con

Azospirillum brasilense Cd.
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6 Materiales y Métodos
6.1 Ubicacion, Materiales y Condiciones de crecimiento
6.1.1 Adquisicion de Plantulas.

Para el estudio se emplearon 108 plantas de Ciro (Baccharis macrantha Kunt). Las
cuales fueron adquiridas en el vivero La Mana, localizado en Km25 Autopista Norte,
Yerba Buena, Chia, Cundinamarca. Estas se adquirieron en estadio de plantula, con un

periodo de 75 dias de crecimiento.

6.1.2 Recoleccion muestras del suelo

1. Arena, muestras dispuestas por el Laboratorio INBIBO de la Universidad El
Bosque.

2. Suelo de Invernadero, recolectado del vivero La Mana, mencionado anteriormente.

3. Suelo de mina de carbon se recolecto de las instalaciones de Minas y Minerales S.A
(MINMINER) localizada en la Cra 10 N° 8A - 28 Zipaquira — Cundinamarca. Con las
coordenadas: 05° 10° 29.6” N 073° 52” 51.6” W. La Figura 1 corresponde al sitio en la
mina donde se acumula el material inerte, proveniente de la extraccion de carbon,

también conocido como pefia.
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Figura 1 Sitio de levantamiento de suelo de Mina de Carbdn, el cuadro azul indica el
sitio de levantamiento.

¥ :
Google Earth

Se siguid el método de muestreo de suelo segin Sosa en el 2012, donde se hizo un
levantamiento de muestra de suelo compuesta, se recolecto la muestra de forma al azar,
siguiente un patron de Zigzag, dentro de un area de 50 metros. con una pala.

El montaje se llevo a cabo en las instalaciones de la Universidad El Bosque sede
Bogota, donde se realizd el levantamiento de un invernadero de 9m3 de 2.5 metros de
altura, con techo de plastico, y paredes cubiertas con malla, con el objetivo de preservar

las condiciones ambientales mas natural posibles.
6.2 Método de medicion condiciones fisicoquimicas, microbioldgicas del suelo
6.2.1 Método de medicion fisicoquimicos

Con el fin de identificar cual era el estado inicial desde el punto de vista fisicoquimico
del suelo de mina de carbon, se tuvieron en cuenta los siguientes parametros fisicos:
Capacidad de Campo (5%P/V), Densidad Aparente (g/cm3), Densidad Real (g(cm3),
Textura y Humedad (%).
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Para los parametros quimicos se seleccionaron: pH, Potasio (meq/100g), Fdsforo
(mg/kg), Nitratos (ppm), Nitritos (ppm), Nitrogeno Total (%), y Carbono Organico Total
(%) (GOmez-Luna et al., 2010).

Para tal fin, de la muestra de suelo recolectada en MinMiner, previamente
homogeneizada, se tomé 1 kilogramo y se envid a un laboratorio certificado para su
analisis. En conjunto se envid una muestra de 1 kilogramo de suelo de Invernadero

recolectada de la misma muestra de suelo utilizada para control positivo.

6.2.2 Método medicion microbioldgicos

Se realiz6 aislamiento de los microorganismos presentes en suelo de mina y en suelo
de invernadero, tomando una muestra de 10g de suelo, la cual se tamizé y tritur6 para
posterior mente ser diluida en un Elenmeyer con 90 mL de solucion salina al 0.85%,
posteriormente a esto se realizaron diluciones seriadas hasta 1072,

Para medio solido se tomaron 100 puL donde se procedid inocular, por método de
siembra masiva las diluciones 10 y 10~ para suelo de Mina de Carbdn; para aislamiento
en medio liquido se tomaron 1 mL de estas diluciones, se introdujeron en un tubo Falcon
con un volumen de 9mL del medio liquido, las siembra microbiol6gica se realiz6 por
triplicado (Holguin et al., 1996). Este mismo procedimiento se realizo para suelo de
invernadero con la concentracion de 1073,

Se evaluo la presencia o ausencia de microorganismos de cuatro grupos funcionales,
siendo solubilizadores de fosfato (Corrales Ramires et al., 2014; Lara et al., 2011;
Scattareggia, 2016), bacterias fijadoras de nitrogeno (De-Bashan et al, 2015; Ledn &

Rojas, 2015), celuliticos  (Gaitan Bohorquez & Perez Perez, 2007). y
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nitrificantes(Rodriguez Moreno & Toro Lozano, 2006). Cuyo metodo de aislamiento se

presencia en la Tabla 1

Meétodo de preparacion
Grupo

Funcional Medio de Cultivo Temperatura Tiempo_olle
Incubacion

Solubilizadores Picovskaya 35°C 5 dias
de Fosfato  gnpRs1 30°C 5 dias
Fijadoresde  ASHBY 35°C 8 dias
Nitrégeno OAB 32°C 8 dias
Celuloliticos  Carboximetilcelulosa 35°C 8 dias
Nitrificantes Caldo Amonio 28°C 15 dias
Caldo Nitrato 28°C 15 dias

Tabla 1 Medios de cultivo para siembra de microorganismos de suelo de mina de carbon
e invernadero

Para los microorganismos solubilizadores de fosfato determing la presencia o ausencia
de crecimiento y presencia de halos de degradacion; para revelar los microorganismos
celuloliticos en medio de cultivo Carboximetilcelulosa, se aplico rojo Congo al medio
del cultivo, se dejo 15 minutos, luego se adicioné NaCl a una concentracion de 0.1 M
por 15 minutos y por ultimo para revelar los microorganismos nitrificantes presentes en
el medio de cultivo Caldo amonio, se utiliz6 caldo de Griess y para revelar los
microorganismos en el medio de cultivo Nitrato se usé reactivo Nessler. (Rodriguez
Moreno & Toro Lozano, 2006). Las concentraciones y los componentes de los medios

de cultivo se observan en Anexo 1
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6.3 Capacidad de crecimiento de Baccharis macrantha inoculada con Azospirillum

brasilense.
6.3.1 Inmovilizacion de A. brasilense con perlas de alginato.

Para la inmovilizacién de A. brasilense en perlas de alginato se sigue el método
propuesto por de-Bashan et al., 2015. Donde se realizé un cultivo de A. brasilense Cd
DSM 1843 en un medio de cultivo OAB; luego de 12 horas a 30+2°C el cultivo fue
lavado tres veces con solucién salina al 0.85% vy centrifugado a 4200 rpm, posterior a
esto se ajusto la densidad optica del inoculo a 1 con una longitud de onda de 540 nm
para obtener una concentracion de 10X®> UFC/mL. Luego en condiciones asépticas se
mezclaron 80 mL de alginato de sodio al 2% con 20 mL bacterias suspendidas en
solucion salina hasta conseguir una muestra homogeénea. Para luego, dejar caer gota a
gota con una jeringa en una solucion de CaCl. al 2% donde se forman las perlas de

alginato con el indculo. Se refrigeraron hasta el momento de la inoculacién.
6.3.2 Inoculacion en Ciro.

Una vez finalizada la inmovilizacion de A. brasilense, el proceso de inoculacion se
realiz6 en la raiz de las plantulas de B. macrantha, donde se realizé un orificio en el
suelo a utilizar, previamente localizado en una maceta de 17 cm de didmetro y 14 cm de
alto, y se introdujeron 4 perlas de alginato con una concentracion de 10° de A. brasilense.
(de-Bashan et al., 2010). Despueés de haber completado este procedimiento, las macetas
se introdujeron en el invernadero, Donde se les realizé regado con agua normal cada 2

dias manteniendo condiciones de humedad Optimas. Para confirmar la presencia de A.
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brasilense Cd en la raiz Baccharis macrantha Kunt.se tomaron muestra de las raices de
las plantas inoculadas en arena, Suelo de invernadero y suelo de mina de carbon en el
mes 4 y mes 6, donde siguiendo el método propuesto por Cassan et al., en el 2015, se
triturd y se mezclé con 90 mL de solucidn salina a 0.85%, posteriormente se realizo
diluciones seriadas hasta 1077, y se cultivaron en agar OAB, luego se identifico la

presencia de la bacteria siguiendo las caracteristicas mencionadas por los autores.

6.3.3 Disefio Experimental y Toma de muestras

Se realizd un disefio totalmente aleatorizado el cual consistié en 2 tratamientos
principales, los cuales se dividieron en, 1) tratamiento de Ciro inoculada con
Azospirillum brasilense y 2) Ciro sin inoculacion. Cada tratamiento se realiz6 en 3
tipos de suelos diferentes los cuales corresponden a suelo de Invernadero como
control positivo, Arena, como control negativo y Suelo de Mina de Carbén, donde
cada uno cuenta con 6 individuos. Con el fin de disminuir el error experimental
(Easterling, 2015). Se realizaron tres replicas, los cuales con un total de 108 plantulas

se distribuyé como se observa en Tabla 2

B. macrantha Kunt

Inoculada con A. brasilense Cd No Inoculada con A. brasilense Cd
Suelo Suelo
! Suelo de . Suelo de
mina de Arena . mina de Arena .
, invernadero , invernadero
carbon carbon

Tabla 2 Tratamientos de B. macrantha Kunt realizados.
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Se realizaron 6 muestreos mensuales, durante los meses de abril y septiembre, donde
se realiz6 un levantamiento de las plantulas, seleccionando por cada suelo y tratamiento
una planta al azar, para observar el efecto promotor de crecimiento realizado por A.
brasilense en B. macrantha se siguié el método realizado por Hungria et al, en el 2010
y por Fukami et al., en el 2016, donde se realizaron mediciones de largo de raiz (cm),
largo de tallo (cm), con pie de rey marca Vernier. Biomasa (g) donde se realizé peso
seco, cada unidad fue colocada en el horno con circulacion forzada de aire marca Pinzuar
del Herbario de la Universidad el Bosque (HUB) por 2 dias a 75°, luego se determino el
peso seco de cada uno con una balanza analitica Boeco BAS 31 Plus. Se realizé medicion
del indice de clorofila, tomando 3 plantas de cada suelo por tratamiento, y se realizaron
3 mediciones que luego fueron promediadas. Las mediciones se realizaron a condiciones
ambientales en el horario comprendido entre las 9 am y 11 am mediante un
clorofilometro Espectrum CM 1000 de la marca FieldScout. Este equipo permite evaluar

el contenido de la clorofila por medio de la transmision de luz

6.3.4 Analisis Estadistico

El andlisis estadistico partié de la hipdtesis nula, donde no se muestran diferencias
significativas entre los tratamientos, y la hipdtesis alterna donde si se presentan
diferencias estadisticas entre estos tratamientos. Con el programa SPSS se realizo
pruebas de normalidad (Test de Shapiro-Wilk) y de Homogeneidad de Varianzas (Test
de Levene), posterior al cumplimiento de estos supuestos se llevo a cabo un analisis de
varianza (ANAVA), lo que permitio conocer las diferencias significativas entre los tipos
de suelos utilizados (P < 0.05) también se realizo la Prueba t de Student para muestras

independientes, para medir la diferencia entre los dos tratamientos principales.
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6.4 Concentracion metales pesados

Para realizar el analisis de la concentracion de metales pesados en suelo de mina de
carbon, se tom6 1 kilogramo de la muestra proveniente de suelo homogeneizada
anteriormente del sitio de recoleccién de muestra del suelo (6.1.2), y 1 kilogramo de
muestra final del suelo en el Ultimo muestreo realizado en tratamiento de
Fitoestabilizacion con Ciro donde se recolectd la muestra y se homogeneizd. Estas
muestras fueron enviadas al laboratorio Doctor Calderon Asistencia Técnica Agricola
LTD, donde se midieron las concentraciones Cadmio, Plomo, Zinc, Cobalto y Mercurio
los cuales son contaminantes reportados en la contaminacion generados por extraccion
de carbén en sus diferentes modalidades de actividad. (Guerrero Useda & Pineda

Acevedo, 2016)
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7 Resultados y discusion
7.1 Condiciones fisicoquimicas y microbioldgicas del suelo
7.1.1 Caracteristicas Fisicas

Las caracteristicas fisicas de los suelos se muestran en los resultados obtenidos tanto

del suelo MC como del Suelo de INV observados en la Tabla 3

Capacidad Densidad Densidad
Suelo de campo  Aparente Real Textura Humedad (%)
(Y%P/V) (9/cm™3)  (g/len™3)

Mina de Carbon 15,16 1,50 227 Arenoso-Franca 2.00

Arena:75% Limo:22% Arcilla: 3%
Franco-Limoso

Invernadero 52,08 0,68 1.78 Arena2% Limo:86% Arcilla:12%

40,06

Tabla 3: Caracteristicas Fisicas del suelo.

7.1.1.1 Capacidad de campo y Textura

La capacidad de campo, se refiere a la cantidad relativamente constante de agua que
contiene un suelo saturado después de 48 horas de drenaje, donde este drenaje ocurre
por la transmisién del agua a través de los poros (FAO, 2007b). El agua es indispensable
para las plantas, no solo como alimento, sino también como componente esencial para
sus procesos metabdlicos y los elementos nutritivos involucrados en estas.

En la Tabla 3 se observan los distintos porcentajes obtenidos por los distintos suelos,
donde el suelo de MC presentd un porcentaje de 15.16, porcentaje mucho menor,
comparado con el de suelo de INV el cual presento un porcentaje de 52.08.

Estos valores obtenidos por el suelo de MC corresponden a los niveles que se

presentan en un tipo de suelo con textura Arenoso-Franca (Facultad de Agronomia
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Universidad de la Republica Montevideo-Uruguay, 2013), también son resultados que
se esperan observar en suelos de Invernadero.

La capacidad de campo de un suelo afecta la disponibilidad de agua para la planta y
todos sus procesos esenciales, causando que cuando este se encuentra en valores muy
pequefios, el suelo tenga un drenaje mayor, por lo tanto, una menor retencion de
humedad. Indicando que en este tipo de suelos, se puede generar una serie de
inconvenientes que dificulta el desarrollo normal de las raices de las plantas, al limitar
la expansion que esta pueda realizar (Khalajabadi & Salamanca Jimenez, 2005). La
textura del suelo indica la proporcidon de cada elemento que constituye el suelo, los
cuales se componen por arena gruesa, arena media, arena fina, limo y arcilla. La textura
es la que le da la capacidad al suelo de favorecer la fijacion del sistema radicular de las

plantas y de su nutricion (Rucks, Garcia, Kaplan, Ponce de Ledn, & Hill, 2004).

Visualizando la Tabla 3, la textura obtenida por el Suelo MC se observa que es un
suelo de tipo arenoso-franca, el cual esta compuesto por arena 75%, Limo 22% vy
Arcilla3%, este parametro junto con la densidad aparente y densidad real (7.1.1.2;
7.1.1.3), que es un suelo con poca capacidad de retencién de agua, lo cual se evidencia
en el porcentaje de humedad, este efecto ha sido reportado anteriormente por (Juarez
Sanz, 2004; Vargas Rojas, 2009).

En cuanto al suelo de INV, este presenta una textura Franco-Limosa, el cual esta
compuesto por arena 2%, Limo 86% y arcilla con un 12% indicando que presenta un
suelo irregular con capacidad de plasticidad y absorcién de agua, retrasando el

movimiento de agua y aire (Rucks et al., 2004).
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7.1.1.2 Densidad Aparente

Definida como la masa de suelo por unidad de volumen (g/cm™®), describe la
compactacion de los suelos, representando la relacion entre solidos y el espacio poroso.
Es una propiedad fisica que influye altamente en la productividad de los suelos (Rojas
& Saenz Pefia, 2012).

Como se puede observar en la Tabla 3 la Densidad Aparente del suelo MC fue de 1.50
(g/cmq), mientras que en el suelo de INV el valor obtenido fue de 0.69 (g/cm?®)

Esto quiere decir como lo establece Khalajabadi & Salamanca Jimenez,en el 2005
cuando se encuentra un mayor nimero de densidad aparente, se disminuye las
condiciones de retencion de humedad, limitando a su vez el crecimiento de las raices,
estos resultados concuerdan con los valores de humedad obtenidos anteriormente. Caso
contrario se observa en los resultados obtenidos por suelo de Invernadero, donde una

menor densidad aparente, permite que haya un mayor porcentaje de humedad.
7.1.1.3 Densidad Real

La densidad real es la relacion que existe entre la masa de las particulas secas y el
volumen real de la fase s6lida, conformada por la misma.

Siendo observada en la Tabla 3 las caracteristicas fisicas, el suelo MC presenta una
densidad real de 2,27 (g/cm %), mientras que el suelo de INV presentd una densidad real

de 1.78 (g/cm %)
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Esta medida junto con la Densidad Aparente nos indican la porosidad en que se
encuentra el suelo, donde el porcentaje de porosidad= Densidad Real-Densidad
Aparente/Densidad real * 100 (EDUCARM, 2015) esto nos da como resultado:

% porosidad Suelo de Mina de Carbon = ((2.27-1.50) /2.27) *100 = 33%

%Porosidad suelo de Invernadero= ((1.78-0.68)/1.78)) * 100= 61%

Observando los valores obtenidos, se observa que el suelo de mina de carbdn presenta
un valor de porosidad media, mientras que el suelo de invernadero presenta un valor de
porosidad amplio. Entre mayor porosidad permite una mayor aireacion en el suelo,

permitiendo un buen suporte a las raices, sin reducir su desarrollo (FAO, 2007b).

7.1.1.4 Humedad

Uno de los factores mas importantes para determinar la salud del suelo, es la humedad,
el cual estd definido como la cantidad de agua por volumen de suelo que hay en
determinada muestra. (Fernandez Galvez, Simminds, & Barahona, 2005) ya que este es
un factor que controla el crecimiento y la composicion de vegetacién en el suelo (Liang,
Sugimoto, Tei, & Bragin, 2014).

Observando la Tabla 3 la humedad de suelo de MC corresponde a un 2% el cual es
un valor mucho menor, comparado con el suelo INV el cual presenta un 40% de
humedad; los valores de MC son valores muy inferiores, El porcentaje de humedad
obtenido se explica gracias al valor de Densidad aparente (Tabla 3), y que cuando esta
aumenta, se incrementa la compactacion del suelo y afecta las condiciones de retencion
de agua. (Khalajabadi & Salamanca Jimenez, 2005). Caso contrario al que se observa

con la relacion de la densidad aparente del suelo INV frente al porcentaje de humedad.
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Para el suelo de Mina de Carbdn, es un suelo con tendencia arenoso, con poca
capacidad de retencion de agua, una densidad aparente y real un poco mas alta, esto
influye directamente en la capacidad de humedad dando como resultado un suelo con un
porcentaje bajo de humedad | (Vargas Rojas, 2009).

Mientras que el suelo de Invernadero presenta condiciones opuestas, indicando que
fisicamente el suelo con mejores condiciones de crecimiento es el suelo de Invernadero,
mientras que el suelo de Mina de Carbon, presentaria una serie de inconvenientes en el
crecimiento de plantas, ya que cuando hay un % muy bajo de humedad las plantas
comienzan a presentar marchitamiento, crecimiento atrofiado, hojas rizadas y mayor

susceptibilidad a plagas (Perry, 2017).

7.1.2 Caracteristicas Quimicas

Las caracteristicas quimicas se pueden observar en la Tabla 4

Potasio Foésforo  Nitrogeno Nitratos Nitritos Cart,)o_n 0

Stelo PH - eq100g)  (mgkg) Total (%) (ppm)  (ppm) | Dreanico

g mg/kg pp PP T otat (9%)

Mina de 6,77 025 26,00 032 500 0,25 2,82
Carbon

Invernadero 5,20 0,38 4,00 040 5,00 0,25 3,48

Tabla 4: Caracteristicas quimicas del suelo.

7.1.2.1 pH

La medicion pH indica las condiciones de alcalinidad o la acidez que presenta el

suelo (Brown etal., 2007).
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Este indicador es considerado de gran importancia en los estudios de suelo ya que se
encuentra asociado a la actividad microbiana y a la disponibilidad de nutrientes para las
plantas. (Ver Anexo 2)

En la Tabla 4 se observa que el suelo de MC tuvo un pH cercano a neutro (6.77)
mientras que el suelo de INV, presentd un pH un poco mas acido (5.20). El pH del suelo
se considera neutro cuando se encuentra en 7, debajo de ese valor el pH se considera
acido y por encima de 7 es alcalino; sin embargo, muchas plantas pueden tolerar rangos
de pH entre los 5.2 y 7.8 donde se encuentran establecidos el pH del suelo de MC y de
INV. (Rosen et al., 2008) La variacion de acidez o alcalinidad que presenta un suelo,
afecta la biodisponibilidad de nutrientes en el mismo, donde un pH alcalino incrementa
los valores de Nitrito, causando interferencia con los procesos naturales de
transformacion a nitrato, volviéndolos toxicos al generar acumulacion del mismo.
También afecta la acumulacién de calcio y fosforo, ya que en valores por debajo de 7.0
el calcio tiende a reaccionar con iones fosfato, precipitandose y formando sales de calcio
o fésforo disminuyendo la disponibilidad en el suelo; cuando los valores de pH se
encuentran muy acidos, hay una marcada tendencia de des-nitrificacion, ya que afecta la
comunidad de colonias bacterianas, ademés se acumulan cantidades toxicas de iones de
aluminio y manganeso que crean ambientes desfavorables alrededor de las raices de las
plantas impidiendo que haya una correcta absorcion de potasio, calcio magnesio y
molibdeno. (Ecotk, 2015)los resultados de pH de suelo de Mina de carbon estan dentro
de los limites establecidos por CEDEX, en el 2011 reportados para suelos de mineria de
carbon indicando valores que van desde 4.,2 y 8,5 Estos valores de pH varian segun el

sitio de muestreo y localizacion de la mina, (Arranz-Gonzélez, 2011; Maharana & Patel,
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2013). El suelo de invernadero también se encuentra dentro de los limites establecidos

para el crecimiento dptimo de las plantas (Rosen et al., 2008).

7.1.2.2 Potasio

El Potasio (K) juega un papel importante en la regulacion osmoética de las plantas,
también es la responsable de activar muchas enzimas involucradas en la respiracion y la
fotosintesis. (Taiz & Zeiger, 2002) Por lo tanto la concentracion en la que se encuentre
en el suelo es fundamental para determinar la salud del mismo.

En la Tabla 4 se observa la concentracion de Potasio en suelo MC corresponde a un
0.25 (meqg/100g), mientras que la concentracion en suelo de INV corresponde a un 0.38
(meq/100g). La concentracion de K puede variar en los suelos, encontrandose entre un
0,5y 4 (Pellegrini, 2017) si bien se encuentran en menor concentracién que los valores
sugeridos, es posible que las bajas concentraciones que se presentaban en el suelo fueran
provocadas por condiciones previas al uso del suelo para este proyecto (Agronomy

Department, 2018).

7.1.2.3 Fbsforo

El fésforo (P) es un macronutriente esencial para el crecimiento y desarrollo de todos
los seres vivos, ya que forma parte de la composicion de las moléculas organicas
esenciales para la vida (Restrepo et al., 2015).

En la Tabla 4 se observa que el suelo de INV presenta una concentracion de 4.00

(mg/kg), mientras que para el suelo de MC, la concentracion es mucho mayor con un
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valor de 26.00 (mg/kg). Los niveles de P 6ptimos se encuentran entre los 10 — 20 mg/kg,
donde valores inferiores a 10 (mg/kg) se consideran como contenido bajo, por encima
de los 20 (mg/kg) (Jose y Barletto, 2011), con valores muy altos, las concentraciones de
fosforo se vuelven un problema porque empiezan a generar contaminacion por procesos
de lixiviacion afectando cuerpos de agua y suelos (Fernandez-marcos, 2014), Valores de
concentracion menor, como los que fueron obtenidos en el suelo de Invernadero, son
resultados esperados en el suelo, ya que, al haber un pH &cido, como el que presenta este
suelo, las concentraciones de P tienden a ser menores. (Borges et al., 2012) Ya que la
concentracion y disponibilidad 6ptima de P se encuentra entre pH 6 y 7, en suelos &cidos
la disponibilidad es baja debido a que el elemento se encuentra absorbido en la superficie
del suelo, siendo precipitado como Fosfato de Hierro y Aluminio insoluble (Pinzén
Uribe & Sotelo Rojas, 2010). Por este motivo es comdn encontrar concentraciones bajas
de P en suelos de pH &cidos, como lo discute. Garrido & Marcela, 2017; Matula en el
2011. Caso contrario ocurri6 con los resultados obtenidos por el Suelo de MC, donde se
encontraron concentraciones altas de fésforo. ElI Suelo de MC, estd compuesto
principalmente por rocas mezcladas con otros minerales. (Restrepo et al., 2015) El
fosfato tiene la propiedad de adherirse al material inerte en forma inorganica, lo cual
posiblemente explica el origen de la alta concentracion del mismo. En estudios
realizados anteriormente se ha reportado que el suelo de MC suele presentar
concentraciones de P bajas debido a las caracteristicas acidas que tipicamente presentan
estos suelos. (Arranz-Gonzalez, 2011). No se ha reportado concentraciones de P alto en
suelos de MC anteriormente; esto puede verse influenciado por el pH que presenta

tendencia a neutro en vez de 4cido.
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7.1.2.4 Nitrégeno Total

El Nitrogeno (N) es un componente celular muy importante, sin el cual no podria
existir ningan organismo. En el suelo, las concentraciones de N suelen ser bajas,
permaneciendo en estado organico, el cual no es asimilable por las plantas (Juarez Sanz,
2004) por lo que es necesario que se realicen procesos de transformacion quimica,
denominada mineralizacion ejercida por microorganismos, que permitan que N entre en
las raices como Nitrato (NOs) o Amonio (NHa), y por consiguiente ser utilizado en las
rutas metabolicas del mismo. (Kantharaj, 2017)

En la Tabla 4 se observa que para el suelo de MC se encontrd una concentracion de
0.32%. Mientras que el suelo de INV resulté con una concentracion de 0.40 %. El
Nitrégeno Total mide las concentraciones de todas las formas organicas e inorganicas
de N que se encuentran en el suelo. (Agrolab, 2005) Este puede verse afectado por el
tipo de textura que presente el suelo; tanto en el suelo MC como de INV el porcentaje
de Nitrdgeno total no es muy alto; Posiblemente pueda estar ocurriendo una adherencia
de NHs en las arcillas presentes en el suelo de invernadero disminuyendo la
concentracion de nitrogeno total (De Miguel-Fernandez & Vazquez-Taset, 2006). En el
suelo de carbon el bajo porcentaje de nitrdgeno puede estar relacionado con la poca
capacidad de retencion de humedad que presenta el suelo, como ha sido reportado

anteriormente por Liang et al en el 2014

7.1.2.5 Nitratos Y Nitritos

El nitrogeno mineral del suelo puede aparecer en forma de Amoniaco (NHz), Amonio
(NH4) y por oxidacion de estas formas reducidas, las cuales se pueden transformar en
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Nitrito (NO2) y finalmente en Nitrato (NOs), donde estos procesos de oxidacion
reduccion de las especies nitrogenadas, ocurren por fendmenos biologicos y, en
consecuencia, los productos finales de nUmero y tipo de organismos que intervengan en
ellos. (De Miguel-Ferndndez & Vazquez-Taset, 2006) Este elemento es importante para
la salud del suelo y de las plantas que habitan en él.

En la Tabla 4 se puede observar que, tanto para los valores de ppm de Nitratos y
Nitritos, en suelo de MC y de INV dieron iguales. Siendo para Nitratos un valor de 5.00
(ppm) y Nitritos 0.25 (ppm). Segun Hartz, Davis, & Smith en el 2012 y colaboradores,
los valores dptimos de Nitrato en el suelo esta entre los rangos de 5-10 ppm indicando
que los valores encontrados en los resultados corresponden a valores normales, en el

suelo. (Ohyama, 2009).

7.1.2.6 Carbono Organico Total

El carbono organico total es un componente muy importante en el ciclo global del
Carbono (C), siendo el suelo un importante reservorio de C dependiendo de su uso y
manejo, ya que estos presentan una mayor concentracion de C. (Martinez Het al., 2008)

Los resultados obtenidos para el carbono organico total para el suelo MC es de 2.82
% y para el suelo de INV 3.48 %

El C total es un indicador de las condiciones de salud en las que se encuentra el suelo.
Cuando el suelo presenta una menor intervencion antropica, se encuentra una mayor
concentracion de carbono organico; este afecta las propiedades fisicas, quimicas y
bioldgicas del mismo, vinculadas a la calidad y productividad y sustentabilidad del

mismo entre menos concentracion existe en el suelo, hay una mayor alteracion y mayor
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pérdida de productividad (Martinez H et al., 2008). Estos resultados indican que las
condiciones en el suelo podrian ser mejor. Valores no muy altos de Carbono total se
esperan encontrar en Suelo de MC por las condiciones en las que se extrae el mismo, sin
embargo, no hay mucha diferencia con respecto al suelo de INV, indicando que el sitio

de recoleccion de ese suelo tiene algun tipo de interferencia antropica.

7.2 Microbiologicos.

El suelo, definido como cuerpo natural que consiste de capas de suelo compuestas por
materiales de minerales meteorizados, materia organica, aire y agua, es el resultado de
la influencia del tiempo y combinado con clima, topografia y organismos (flora y
fauna), es un componente esencial en para el ecosistema (FAO, 2007a) .
Como resultado se obtuvieron microrganismos en distintos grupos funcionales, cuya
presencia o ausencia se identifico en los distintos medios de cultivos utilizados, los

cuales fueron empleados segun el grupo funcional que los medios de cultivos puedan
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identificar se encontraron un total de 12 Morfotipos bacterianos y 9 Morfotipos de

hongos.

7.2.1 Bacterias.

UFC/mL UFC/mL

Grupos Medio de Morfotinos* _
Funcionales Cultivo P Minade  Suelode
Carbon Invernadero

Q MFP1 1,4x10° 2,2x10°
(o]

2 _ MFP2 3,6x10° 8,5x10"
L Picovskaya . .
) MFP3 1,6x10 3,7x10
§ MFP4 2,0x10° 1,5x10*
3 MFS1 1,1x10° 9,0x10*
% SMRS1 MFS2 2,6X104 8,5X:|.04
3 MFS3 1,6x10* 2,5x10%

3 = ASHBY MFA1 1,5x108 2,1x10°
L o

S MFO1 3,6x10° 1,1x10°

| E OAB

T < MFO2 4,5x10* 2,6x10%
8 MFC1 9,6x104 1,2X105
;é Carboximetil-

E celulosa MFC2 1,8x108 3,5x10°
O
@ Caldq i ) )
= Amonio

S

j= Caldo Nitrito - - -
Z

Tabla 5. Morfotipos bacterianos encontrados en los distintos medios de cultivos aislados
de Suelo de Mina de carb6n 10y suelo de invernadero 10° (*Morfotipos hallados por
grupo funcional)
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7.2.1.1 Bacterias Solubilizadoras de Fosfato.

Grupo Funcional Medio de Cultivo Morfotipo Macroscopica Microscopica
Borde Forma Color  Consistenciz Elevacion Gram Forma
MFP1mc Entero Circular Beige Cremosa  Convexa Negativo  Bacilo
§ Picovskaya MFP2mc  Entero Circular Rosa Claro Cremosa  convexa Negativo  Bacilo
I MFP3mc  Ondulado Irregular Transparente Cremosa  Convexa Negativa Bacilo
§ MFP4mc  Entero Circular Amarillo Cremosa  Plana Positivo Coco
=9 MFS1mc  Entero Circular Beige Cremoso  convexa Negativo  Bacilo
sg SMRS1 MFS2mc  Entero Circular  Beige oscuroCremoso  Convexo  Negativo  Bacilo
3L MFS3mc  Entero Circular Transparente Cremoso  Convexo Positivo Coco

Tabla 6 Descripcion macroscépica y microscopica de los Morfotipos de solubilizadores
de fosfatos encontrados.

Figura 2 Medio de cultivo y bacterias encontradas en medios de cultivos SMRS1 y
Picovskaya donde MFS1 corresponde a morfotipo aislado en SMRS1 con caracteristica
microscopica: cocos Gram-positivos y Mofotipo MFP2 aislado en Picovskaya con
caracteristica microscopica Bacilo Gram-Negativo

Dentro de los resultados de Bacterias Solubilizadoras de fosfato en los dos agares se

encontraron un total de 7 colonias de bacterias distintas las cuales fueron seleccionadas

56



Estudio preelim. Fitoestab. en suelo Mina Carbdn con Ciro inoculado con A. brasilense. N. Torres M

por la presencia de halo alrededor de las colonias. 4 crecieron dentro del agar Picovskaya
y 3 en Agar SMRS1. (Tabla 6)

Donde los MFP1 a 3 y MFS1 a 2 corresponden a bacilos Gram negativos, mientras
que MFP5 y MFS3; corresponden a cocos Gram positivos. (Figura 2)

Estos resultados coinciden con Lara et al., en 2011, donde encontraron que la mayoria
de bacterias Solubilizadoras de fosfato, correspondian con bacilos Gram negativos, entre
ellas Burkholderia cepacia, Enterobacter cloacae, Pantoea sp., Aeromonas hydrophila
y Enterobacter nakasaki ademéas de encontrar cocos Gram positivos dentro de sus
muestras.

De forma inicial se confirma la presencia de bacterias Solubilizadoras de fosfato, las
cuales adquieren ese nombre por tener la capacidad de transformar el P insoluble del
suelo en formas asimilables para la planta, el cual es fundamental para el crecimiento de
las plantas-.(Patifio-Torres & Sanclemente-Reyes, 2014) ya que el fosfato, después del
nitrégeno es el nutriente inorganico mas requerido por plantas, y es el factor limitante
del desarrollo vegetal. Transformandolo mediante distintos mecanismos directos o
indirectos, entre los que se encuentran: La accion de acidos organicos producidos por
estos; La quelacién de los elementos responsables de la insolubilidad de los fosfatos
presentes y la asimilacion directa de fosfatos insolubles por microorganismos que lo
acumulan en sus células y los liberan posteriormente (Restrepo Franco et al., 2015). Son
bacterias que por su importancia en la nutricion de las plantas también se consideran
como bacterias promotoras de crecimiento, y se han utilizado en distintos estudios para
comprobar su efectividad en distintas especies vegetales. (Buono et al., 2014; Cisneros-
Rojas et al., 2016) Donde se observan que incrementan el peso seco, la longitud de la

raiz y volumen de la raiz entre otros. (Cisneros-Rojas et al., 2016)
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Dentro de todo el grupo de grupos funcionales de bacterias pertenecientes a la fauna
del suelo, Las bacterias Solubilizadoras de Fosfato presentaron el mayor numero de
Morfotipos la mayor cantidad de UFC/mL, esto es posible debido a la mayor

concentracion de P que presenta el suelo (Tabla 4).

7.2.1.2 Bacterias Fijadoras de Nitrogeno

. . . . Macroscopica Microscopica
Grupo Funcional  Medio de Cultivo Morfotipo P - . — P
Borde Forma Color  Consistencic Elevacion Gram Forma
85 ASHBY MFA1mc Entero Circular Transparente Cremoso  Convexo Negativo Bacilo
c
§ “oé, MFO1mc Entero Circular Transparente Cremoso  Convexo Negativo Bacilo
o
el S
s = OAB . . Blanco ] ]
Tz MFO2mc  Filamentoso Circular Cremoso  Plano Negativo  Bacilo
[Transparente

Tabla 7 Descripcion macroscépica y microscopica de los Morfotipos de Fijadores de
Nitrogeno encontrados.

»

Figura 3 Medio de cultivo OAB y ASHBY, donde MFO1 corresponde a morfotipo
aislado en OAB con caracteristica microscopica: Bacilos Gram-negativos

Se encontraron 3 Morfotipos en total, donde 1 se encontrd en agar ASHBY y 2 en agar
OAB. Todos los Morfotipos encontrados presentan caracteristicas de Bacilos Gram

negativos. (Tabla 7) Resultados que concuerdan con los encontrados por Ibarra Sanchez
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en el 2010) encontrando Bacilos Gram-negativos (Figura 3). Indicando una presencia
inicial de bacterias fijadores de Nitrogeno

Siendo que ASHBY es un medio selectivo para Azotobacter, es normal que solo se
haya aislado un morfotipo en ese medio de cultivo, donde Azotobacter sp se ha reportado
que hace asociacion con las raices de especies vegetales (Leon & Rojas, 2015). El
Nitrogeno es un elemento esencial para la sostenibilidad agricola, ya que es un elemento
importante para muchos procesos bioquimicos presentes en las plantas, las cuales
utilizan N (Taiz & Zeiger, 2002). Sin embargo este se encuentra en la atmosfera como
gas, siendo un reservorio no disponible para las plantas, por lo que se requiere de
procesos de descomposicion y de mineralizacion los cuales son llevados a cabo por las
bacterias para que puedan ser utilizadas por las plantas (Celaya-Michel & Castellanos-
Villegas, 2011). Estas bacterias tienen diversos mecanismos de accion siendo un
ejemplo, los llevados a cabo por Azospirillum sp mencionados por (Yoav Bashan & de-
Bashan, 2010; Yoav Bashan et al., 2004). Si bien, estos microorganismos se encuentran
presentes en el suelo de MC como se observa en Tabla 5 presentan un menor nimero de
Morfotipos que los presentados por las bacterias Solubilizadoras de Fosfato,
posiblemente debido a la competencia por espacio que pueda haber (Daughtry et al.,

2000).

7.2.1.3 Bacterias Nitrificantes

En este estudio se encontrd un resultado negativo de bacterias nitrificantes.
Como se mencioné anteriormente, el Nitrogeno es uno de los macronutrientes de
mayor importancia en los procesos bioldgicos. Las bacterias nitrificantes juegan un papel

muy importante debido el servicio que presentan, al ser capaces de realizar procesos de
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Nitrificacion, los cuales se refieren a la oxidacion secuencial aerébica del amonio a
nitrito y luego a nitrato (Avendafo V, 2011). Pueden existir varias razones por las cuales
no se encontraron bacterias de este grupo funcional, donde posiblemente las bacterias no
puedan ser cultivadas como individuos aislados ya que necesitan de unas poblaciones
que les den los requerimientos nutricionales que necesiten. (FCNUNP, 2017),

posiblemente pueda deberse a competencia por espacio 0 recursos.

7.2.1.4 Bacterias Celuloliticas

Grupo Funcional Medio de Cultivo Morfotipo Macroscopica Microscopica
Borde Forma Color Consistencie Elevacion Gram Forma
2 MFC1Imc Filamentoso Circular Blanco Membranosa Plana Positivo Bacilo
ﬁ Carboximetil-
% celulosa MFC2mc  Ondulado  Circular Blanco transluc Cremoso plana Positivo Coco
D
o

Tabla 8 Descripcion macroscépica y microscopica de los Morfotipos de bacterias
celuloliticas encontradas.

Figura 4 Medio de cultivo CarboximetilCelulosa, donde MFCL1 corresponde Coco
Gram-positivo t MFC1 corresponde Bacilos Gram-positivos

Se encontraron 2 Morfotipos de bacterias donde se encontré una mayor concentracion
de UFC/mL en el MFC1lmc. (Tabla 8) Con caracteristicas de bacilos y cocos Gram
positivos, (Figura 4) resultados que concuerdan con lo establecido por Gaitan Bohorquez

& Pérez Pérez, en el 2007 y por Pifiero Bonilla & Rivas, en 2004.
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Dentro de los organismos capaces de degradar la celulosa se encuentran los
actinomicetos, presentan colonias pulverulentas, y se ven beneficiadas por la presencia
de carbono en el suelo (FCA-UNER, 2007) como se observa en la Tabla 4 se encuentra
disponible en el suelo, donde prestan un servicio ecosistémicos degradando la celulosa
mediante distintos mecanismos de degradacion (UNJu, 2013). Tienen una gran
importancia en el equilibrio ecoldgico del mismo al presentar una actividad metabolica
alta, con la cual pueden desencadenar reacciones como la produccion de pigmentos y
enzimas extracelulares con las que son capaces de degradar materia organica de origen
vegetal y animal (Salazar Loaiza & Ordofiez Guerrero, 2013). Las presencias de estas
bacterias junto con los otros distintos grupos funcionales indican un ecosistema en el

suelo en el cual se puede mantener distintas plantas.

7.2.2 Hongos.

Grupo

. Medio de Cultivo  Morfotipos* Hongo Tipo de suelo
Funcional

Mina de Carbon y

MFHP1  Aspergilliussp. ¢ 1o emadero

- Picovskaya ) .
Solubilizadoras MEHP2a4  Penicillium sp. Mina de Carbon y
de Fosfato Suelo Invernadero
SMRS1 MFHS1a3 Penicilliumsp. & na d® Caroon ¥

Fijadoras de OAB MFHOL  Aspergilliussp. o1 ?e Carbg” y
Nitrogeno uelo Invernadero

Mina de Carbon y
Suelo Invernadero

MFHC2 Mucor sp. Mina de Carbon

Celuloliticas.  Carboximetilcelulosa T 1C1 Aspergillius sp.
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Tabla 9 Morfotipos de hongos encontrados distintos medios de cultivos, estableciendo la
presencia o ausencia en los suelos de Mina de Carbon y Suelo de Invernadero(*Morfotipos

hallados por grupo funcional)

Figura 5 Imagen microscépica de especies de hongos encontrados.

Los hongos constituyen la segunda porcion de biomasa microbiana del suelo, después

de Bacterias y Actinomicetos, la presencia de estos corresponde a la disponibilidad de

carbono organico. Las presencias de estas especies de hongos han sido encontradas

anteriormente en estudios de suelos impactados en sitios de extraccion minera, (Pierina

Méndez, 2016). Se encontraron 9 morfotipos de hongos (Tabla 9), que correspondieron

a tres especies Aspergillius sp., Penicillium sp., y Mucor sp. (Figura 5)

Aspergillius sp. Pertenecientes a la division Deuteromycota, se caracterizan por tener

micelio vegetativo compuesto por hifas septadas, ramificadas. Son miembros aerobios

de crecimiento rapido, con colonias inicialmente planas que al crecer se van haciendo

algodonosa.(Arias Cifientes & Pifieros Espinosa, 2008) se puede explicar ya que existen

especies aisladas de Aspergillus sp. Solubilizadoras de fosfato, (Gurdeep y Sudhakara

Reddy, 2017; Pinzon Uribe y Sotelo Rojas, 2010) Aunque en el pasado se han reportado
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especies de Aspergillus Fijadoras de nitrogeno, (Charles, 1911) Sin embargo no hay
estudios recientes que tengan que ver con un hongo Aspergillius sp. Indicando que el
crecimiento en ese tipo de agar pueda ser debido a la facilidad que presenta esta especie
de crecer en distintos medios de cultivo.

Penicillium sp. Son hongos de crecimiento rapido que dan colonias blancas
aterciopeladas que al final de su crecimiento presentan aspecto pulverulento cubierta de
esporos. (Arias Cifientes y Pifieros Espinosa, 2008) Se ha reportado como hongo
solubilizador de fosfato por Flores en el 2014 lo cual explica su crecimiento en medio
de cultivo SMRS1 indicado especificamente para crecimiento de organismos
Solubilizadores de fosfato.

Mucor sp. Son hongos filamentosos que presentan esporangioféros con ramificacion
irregular en el micelio aéreo, presentan colonias de crecimiento rapido, muy vellosas,
algodonosas. Inicialmente blancas y posteriormente toman una coloracién grisacea.
(Ponton et al., 2002) Se ha reportado la accion celulolitica de este tipo de hongo por
Gaitan Bohorquez & Perez Perez, en el 2007 lo que explica la presencia en agar
Carboximetilcelulosa, medio de cultivo especifico para crecimiento de este tipo de
hongos.

La presencia o ausencia de estos microorganismos concuerda con los resultados
encontrados por Pierina Méndez, en 2016 donde los organismos Aspergillium sp y
Penicillium sp. Se pueden encontrar en tanto suelos impactados como no impactados
por la mineria, mientras que Mucor sp. Se encuentra solo en suelos impactados por la

mineria.
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7.3 Discusion general fisicoquimicos y microbioldgicos del suelo de mina de carbén.

Se ha reportado que el suelo de mineria suele presentar caracteristicas consideradas
negativas, por las afectaciones causadas en la practica de extraccion minera, tales como
el vertimiento quimico, entre otros, cuya consecuencia es la alteracion en los procesos
fisicoquimicos del suelo, el pH, la capacidad de retencion de humedad etc. (Acosta
Bueno, 2016) No obstante, este suelo de mina de carbon muestra caracteristicas que
permiten el desarrollo de plantas, tales como el pH, el cual se encuentra dentro de los
rangos reportados para el crecimiento de distintas especies vegetales (Rosen et al.,
2008).Presenta nutrientes, microorganismos y puede soportar el crecimiento de las
raices. Este suelo presenta como desventaja, altas concentraciones de metales pesados,
con valores mas altos que los aceptados (Upme, 2016) que pueden causar un dafio en el
crecimiento de plantas que no presentan tolerancia a metales pesados, donde se observa
una reduccion muy marcada en el crecimiento de la planta, en la biomasa y en el nimero
de hojas causado por la toxicidad originada por la concentracién de metales pesados
dentro de la planta (Jara-Pefia et al., 2014).

Sin embargo, este efecto no fue observado en Baccharis macrantha Kunt, durante el
periodo de muestreo. Se ha reportado que en especies de Baccharis sp, presentan
tolerancia a suelos degradados, contaminados y con poco porcentaje de agua (Prada
Mufioz, 2015). Por lo que es posible que la especie tomada para este estudio pueda crecer
y sobrevivir en este tipo de suelos gracias a esa capacidad de tolerancia y supervivencia

que tiene.
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7.4 Capacidad de crecimiento de Baccharis macrantha inoculada con Azospirillum

brasilense.
7.4.1 Crecimiento en raiz.

La raiz es la parte inferior del eje de la planta, cuya funcion principal es la absorcion
de agua y minerales del suelo, por lo que la supervivencia de la planta depende de la
capacidad que tiene esta de crecer y mantenerse en el suelo. (Uvigo, 2018), por este
motivo la salud y el estado en que se encuentra la raiz es un importante indicador de
crecimiento y desempefio de la planta.

El crecimiento de la raiz observado en B. macrantha no presentd diferencias
estadisticamente significativas entre las raices inoculadas y no inoculadas con A.

brasilense en suelo Mina de Carbon (Figura 6)
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Figura 6 Crecimiento de Raiz(cm) de Ciro (Baccharis macrantha) en a) suelo de Mina de
Carbdn, b) Arena c) Suelo de Invernadero. Inoculada y no inoculada con bacteria
promotora de crecimiento Azospirillum brasilense en distintos periodos de muestreo (se
realiz6 1 muestreo cada mes, durante 6 meses). Promedio seguido de letras distintas en
cada muestreo, presentan diferencias estadisticas de acuerdo con prueba t Student para
valores independientes (P<0,05). La barra en cada columna indica error estandar (n=3)

Este resultado es similar a los obtenidos en el crecimiento de raiz en suelos de Arena

(b) y suelo de Invernadero (c) como se puede observar en la Figura 6, no se presentaron

diferencias estadisticamente significativas en el crecimiento de raiz inoculada y no

inoculada en estos suelos. Sin embargo, a pesar de no encontrarse diferencias, si hubo

un crecimiento de

morfolégicamente se observaron diferencias.

las raices

inoculadas en

los tres tipos de suelo, donde

(Ver Anexo 4.seccion 2) Este es

especialmente notorio al observar el nimero de ramificaciones encontradas en las raices
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laterales, como se observa en la Figura 7 la cual corresponde al crecimiento de la Ciro
inoculada con A brasilense. Se observa un incremento en volumen mucho mas marcado

que en el crecimiento en Arena Figura 8 y en Suelo de Invernadero. Figura 9.

Figura 7 Imagen fotogréafica de la comparacion entre el largo de la raiz de Ciro en el
Gltimo muestreo en Arena donde a) corresponde a la planta inoculada con A. brasilense y
b) a Ciro no inoculado con A. brasilense.
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Figura 8 Imagen fotogréfica de la comparacion entre el largo de la raiz de Ciro en el
Gltimo muestreo en suelo de mina de carbon donde a) corresponde a la planta inoculada
con A. brasilense y b) a Ciro no inoculado con A. brasilense

Figura 9 Imagen fotogréafica de la comparacion entre el largo de la raiz de Ciro en el
Gltimo muestreo en suelo de mina de carbon donde a) corresponde a la planta inoculada
con A. brasilense y b) a Ciro no inoculado con A. brasilense.
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Comparando el crecimiento obtenido entre arena, suelo de mina de carbdn y suelo de
invernadero, las plantas inoculadas con A. brasilense presentan un crecimiento en la raiz
ligeramente mayor que las plantas no inoculadas, resultado especialmente notorio en el
suelo de mina de Carbon, al compararse con los resultados de Arena y suelo de

Invernadero.

7.4.2 Crecimiento de Tallo.

El Tallo, es la parte aérea de la planta, es la estructura responsable de soportar el resto
de 6rganos laterales, como las hojas, ademas de realizar funciones importantes para la
supervivencia de la planta como lo son, la conduccion. Fotosintesis y almacenamiento
de sustancia (Uvigo, 2018b), es un claro indicador del crecimiento de la planta y el estado
de salud en el que se encuentra.

Los resultados de crecimiento en Tallo observado en Suelo de Mina de Carbén (a),
(Figura 10) no presentaron diferencias significativas en los muestreos 1, 2, 4,5y 6 con
valores similares de crecimiento, siendo la excepcion el muestreo 3 con un P=0.04. En
cuando al crecimiento del tallo tanto en arena (b), como al crecimiento suelo de

Invernadero. (c), tampoco presentaron diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 10 Crecimiento del Tallo(cm) de Ciro (Baccharis macrantha) en a) Suelo de
Mina de Carbon, b) Arena, ¢) Suelo de Invernadero. Inoculada y no inoculada con bacteria
promotora de crecimiento Azospirillum brasilense en distintos periodos de muestreo (se
realiz6 1 muestreo cada mes, durante 6 meses). Promedio seguido de letras distintas en
cada muestreo presentan diferencias estadisticas de acuerdo con prueba t Student para
valores independientes (P<0,05). La barra en cada columna indica error estandar (n=3)

Sin embargo, como se observa en los datos de crecimiento del tallo en Anexo 3 seccion

2, si se encuentra una diferencia visual en el crecimiento del tallo en Suelo de Mina de

carbon (Figura 11); el crecimiento en Arena presenta una menor altura, visualmente no

presento una diferencia muy marcada entre el inicio del estudio, y al final del mismo

(Figura 12). Lo mismo se puede decir de los resultados del crecimiento de Tallo en suelo

de INV(Figura 13).
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a)15.13 cm ).10.80(cm)

Figura 11 Imagen fotografica de la comparacién entre el largo del tallo de Ciro en suelo
de Invernadero en el ultimo muestreo donde a) corresponde a la planta inoculada con A.
brasilense y b) a Ciro no inoculado con A. brasilense.

a) 15.0 (em)

h) 11.30 (€

Figura 12 Imagen fotografica de la comparacion entre el largo del tallo de Ciro en
Arena en el Gltimo muestreo donde a) corresponde a la planta inoculada con A. brasilense
y b) a Ciro no inoculado con A. brasilense.
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a) 25.0 (cm)

Figura 13 Imagen fotografica de la comparacion entre el largo del tallo de Ciro en suelo
de mina de carbdn en el altimo muestreo donde a) corresponde a la planta inoculada con
A. brasilense y b) a Ciro no inoculado con A. brasilense.

Esta diferencia observada morfologicamente, puede deberse a las condiciones
fisicoquimicas que se encuentran en el suelo que le proveen mayor nutrientes a los suelos
de Invernadero, como de Mina de Carbdn, como se ve la presencia en las Tabla 3y
Tabla 4, cuya presencia provee unas condiciones de crecimiento mayores a las que se
encuentran normalmente en Arena.

Se alcanza a notar una diferencia en el crecimiento del tallo de las plantas inoculadas

y no inoculadas, donde en el caso del suelo de Mina de Carbon es un poco mas notorio.

7.4.3 Biomasa

La biomasa, es la materia viva el cual es el conjunto de la materia organica, donde en
este caso es de origen vegetal. Es la fuente de energia renovable que aporta la planta para
las necesidades energéticas que pueda requerir otros organismos vivos, (EPEC, 2018)

por lo que la concentracidn de esta es un indicador la produccion que tiene la planta.
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Para los resultados de Biomasa, ( Figura 14) se observa una pequefia diferencia en los

resultados anteriores donde el incremento de biomasa no presenta diferencias

significativas en Arena (b), o Suelo de Invernadero (c), (Anexo 4seccién 2)sin embargo,

en el Suelo de Mina de Carbon (a), la diferencia solo ocurre en el muestreo 4 con P=0.01

como se puede observar en Figura 14. Se puede observar que durante los primeros 3

muestreos en S. MC la biomasa presentdé un mayor valor cuando no presentaba

inoculacion con la bacteria promotora de crecimiento, caso contrario ocurrié durante los

ultimos muestreos, donde si bien, resulto ser valores no estadisticamente significativos,

se observa una diferencia fisica en el aumento de gramos que presenta la biomasa.
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Figura 14 Biomasa de Ciro (Baccharis macrantha) en a) Suelo de Mina de Carbdn, b)
Arena, c¢) Suelo de Invernadero. Inoculada y no inoculada con bacteria promotora de

73



Estudio preelim. Fitoestab. en suelo Mina Carbdn con Ciro inoculado con A. brasilense. N. Torres M

crecimiento Azospirillum brasilense en distintos periodos de muestreo (se realizo 1
muestreo cada mes, durante 6 meses). Promedio seguido de letras distintas en cada
muestreo presentan diferencias estadisticas de acuerdo con prueba t Student para valores
independientes (P<0,05). La barra en cada columna indica error estandar (n=3)

A pesar de no encontrar diferencias significativas en la mayoria de los casos, se
observan tendencias de crecimiento en la biomasa distintas en los 3 tipos de sustratos,
donde la mayor concentracion de Biomasa, la presento el suelo de Mina de Carbon,
seguido por valores similares entre el suelo de Invernadero y el de Arena.

No obstante, si se compara las diferencias de concentracion entre la biomasa de las
plantas sembradas en el suelo de mina de carbon, con la biomasa que se presenta en
Arenay suelo de Invernadero, se observa que hay una mayor acumulacion en la biomasa
del suelo de mina de carbon.

A pesar de que no hay una diferencia entre tratamientos con inoculacion de A.
brasilense, hay una diferencia entre suelos y sustrato. Se ha reportado que en especies
que presentan capacidad fitorremediadora, donde exhiben tolerancia a la acumulacion
de metales pesados dentro de sus estructuras vegetales, muestran un aumento en la
biomasa por la concentracion de estos dentro de la planta (Galaciz Lozano & Trejo

Calzada, 2011).

7.4.4 Indice de clorofila

El contenido de clorofila es uno de los parametros biofisicos mas relacionado con la
cantidad de nitrogeno en la planta, por lo tanto esta relacionado con la salud y
productividad de lamisma (Daughtry etal., 2000). En los resultados obtenidos de indice
de Clorofila, (Figura 15) se observo que no hubo diferencias estadisticas significativas

en ninguno de los suelos muestreados.(Anexo 4 seccion 2)
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La clorofila es indicadora de la disponibilidad de N en la planta, ya que este esta
asociado a los cloroplastos y son responsables de la coloracion verde en las hojas
(Daughtry et al., 2000). Se observa una ligera tendencia de incremento en el suelo de
Mina de Carbdn, mientras que en suelo de arena y de Invernadero el indice de clorofila
no presenta muchas diferencias
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Figura 15 Indice de Clorofila de Ciro (Baccharis macrantha) en a) Suelo de Mina de
Carbdn, b) Arena, c) Suelo de Invernadero. Inoculada y no inoculada con bacteria
promotora de crecimiento Azospirillum brasilense en distintos periodos de muestreo (se
realiz6 1 muestreo cada mes, durante 6 meses). Promedio seguido de letras distintas en
cada muestreo presentan diferencias estadisticas de acuerdo con prueba t Student para
valores independientes (P<0,05). La barra en cada columna indica error estandar (n=3)

Los niveles de Clorofila se ven afectados por la concentracion de N en el suelo, es
posible que las bacterias presentes en el mismo (7.2.1.2) estén realizando un efecto en
la concentracion de N, causando un ligero aumento en el mismo, que no llega a ser
estadisticamente significativo. Entre las plantas inoculadas y no inoculadas, la diferencia

del indice de clorofila no es tan notorio, presentando valores muy similares.

75



Estudio preelim. Fitoestab. en suelo Mina Carbdn con Ciro inoculado con A. brasilense. N. Torres M

7.4.5 Numero de hojas.

La presencia o ausencia del nimero de hojas en las plantas corresponden a la salud
del mismo donde la pérdida de follaje, en caso de presentarse pueden afectar el
crecimiento normal de la planta, ya que son el 6rgano por el cual la planta realiza la gran
mayoria de procesos fotosintéticos, ademas de ser el responsable de controlar la
transpiracion de la planta, donde el intercambio gaseoso es esencial para la supervivencia
de la misma (Hidroel et al., 2015).

El resultado nimero de hojas presentes en B. macrantha observado en Figura 16
obtuvo resultados similares a los observados anteriormente, no se observé diferencias
estadisticamente significativas en el nimero de hojas presentes en las plantas inoculadas
y no inoculadas con A. brasilense en los distintos suelos muestreados (Anexo 4, seccion
2), sin embargo, se observa una diferencia en la tendencia del niamero de hojas en el
Suelo de Mina de Carb6n (a) donde a medida que pasaba el tiempo aument6 hasta un
punto en que se mantuvo relativamente constante, a diferencia del Suelo de Invernadero
(c) donde se observo una tendencia a disminuir, mientras que el nimero de hojas en el

suelo de Arena (b) se mantuvo mas o menos estable.
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Figura 16 Numero de Hojas de Ciro (Baccharis macrantha) en a) Suelo de Mina de
Carbon, b) Arena, ¢) Suelo de Invernadero. Inoculada y no inoculada con bacteria
promotora de crecimiento Azospirillum brasilense en distintos periodos de muestreo (se
realizé 1 muestreo cada mes, durante 6 meses). Promedio seguido de letras distintas en
cada muestreo presentan diferencias estadisticas de acuerdo con prueba t Student para
valores independientes (P<0,05). La barra en cada columna indica error estandar (n=3)

La cantidad de hojas que se presenta en una planta depende en gran medida por las
genéticas de la misma, sin embargo, condiciones de estrés afectan el nimero presente en
estas (SAPS, 2018), se puede observar que en Arena, las diferencias no estan tan
marcadas, indicando que las condiciones de crecimiento, no favorecian a la planta, pero
tampoco la perjudicaban hasta el punto de hacerla perecer. En otras palabras, la planta
se encontraba sobreviviendo sin aumentar realmente su produccion, al presentar un
crecimiento pobre en el sustrato indica la falta de N en el mismo (FAO, 2007a). En el
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caso de las plantas que se encontraban en el suelo de Invernadero, la disminucion de las
hojas se puede ser debido a una posible herbivora que ocurrié durante el muestreo 4,
donde ocurrio una plaga que consumian las hojas, como se ve en la Figura 17. Sin
embargo, se observo que las plantas que estaban sembradas en suelo de mina de carbon,
no fueron consumidas por las babosas, lo cual se especula que es debido al sabor que

presentan las hojas, el cual no fue de agrado para las babosas.

Figura 17 Evidencia de dafio causado a las plantas, por babosas presentes en el
invernadero.

En la comparacion entre las plantas inoculadas y no inoculadas, se observa una
diferencia entre los tratamientos, donde el suelo de Mina de Carbon, el promedio es
similar; en Arena, el nimero de hojas tiende a incrementar, mientras que el nimero en

el suelo de Invernadero las plantas inoculadas tienden a disminuir.
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7.4.6 Grosor del Tallo.

El grosor del Tallo ocurre cuando dentro de la planta se va generando nueva formacion
de Xilema, a medida que la planta se va alongando, para de esta manera ser capaz de
conducir el agua y las sales minerales desde la raiz hasta el extremo de la planta (Taiz
& Zeiger, 2002; Uvigo, 2018b), el grosor, junto con el crecimiento del tallo indican
medidas de crecimiento de la planta a lo largo del tiempo.

En cuanto al incremento de grosor del tallo presentado en B. macrantha (Figura 18)
no se encuentra diferencia estadisticamente significativa, siendo como resultado de unos
valores similares durante el proceso de crecimiento de la planta. Sin embargo, entre los
distintos suelos si se observan diferencias en el tamafio del grosor del tallo, donde los
suelos de Arena (b) e Invernadero (c) presentan un grosor de tamafio similar, el grosor
del tallo de las plantas que se encuentran en Suelo de Mina de Carbdn presentan un

mayor diametro, aunque la diferencia no es muy grande.
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Figura 18 Grosor de Tallo de Ciro (Baccharis macrantha) en a) Suelo de Mina de
Carbdn, b) Arena, c) Suelo de Invernadero. Inoculada y no inoculada con bacteria
promotora de crecimiento Azospirillum brasilense en distintos periodos de muestreo (se
realiz6 1 muestreo cada mes, durante 6 meses). Promedio seguido de letras distintas en
cada muestreo presentan diferencias estadisticas de acuerdo con prueba t Student para
valores independientes (P<0,05). La barra en cada columna indica error estandar (n=3)

Comparando el grosor entre los distintos tratamientos presentes en los 3 sustratos, se
observa una tendencia donde las plantas inoculadas presentan un mayor grosor en el tallo

que las plantas no inoculadas.
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7.4.7 Discusion capacidad de crecimiento de B. macrantha inoculada y no inoculada con

A. brasilense.

En forma general no se encontré una tendencia de crecimiento muy marcada en
ninguno de los suelos, esto puede ser debido a que, al momento de conseguir las
plantulas, no presentaban un crecimiento homogéneo, (Anexo 4, seccion 2) lo cual
posiblemente pudo afectar la linea de tendencia de la planta en crecimiento. Otras
razones como plagas y condiciones ambientales también afectan el crecimiento de las
plantas, ya que retrasando el crecimiento de la misma (Navarro, 2017).

Estadisticamente no se observd un efecto promotor en la planta ejercido por A.
brasilense. Puede haber dos posibles respuestas siendo la primera:, la planta de Ciro
tiene un crecimiento de 2 afos (Xi, 1985), por lo tanto, para poder un crecimiento con
tendencia mas marcadas se requiere un periodo de muestreo mas largo. También puede
ser debido a que posiblemente, no hubo una buena asociacién entre la bacteria y la raiz
de la planta hospedera, lo que da como resultados efectos nulos o marginales en el
crecimiento, como fue reportado por Bashan et al. (2004).

Dentro de las posibles razones por la que no puede ocurrir una asociacion de la bacteria
a la planta hospedera puede ser debido a las condiciones del suelo, ya sea por entornos
que le causan estrés, tales como la microflora que se presenta en el suelo o rizosfera de
la planta, cuya presencia se encontré en los suelos muestreados (Tabla 5 y Tabla 9),
donde se generan interacciones de competencia por nutrientes, 0 interacciones
antagoénicas, sinérgicas o del tipo predador-presa, las cuales pueden estar afectando la
interaccién de A. brasilense con la raiz de B. macrantha. (Yoav Bashan et al., 2004; L.

De-Bashan et al., 2007), donde bacterias fijadoras de nitrogeno, como Azotobacter
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(Ledn & Rojas, 2015) o bacterias solubilizadoras de fosfato (Restrepo et al., 2015),
pueden estar ejerciendo este tipo de interacciones, dando una posible razén al porque los
resultados fueron similares tanto para las plantas inoculadas con A. brasilense, como a
las no inoculadas. Esto concuerda con lo que se ha reportado anteriormente por Avila
Martinez et al., 2015, demostrando que Baccharis macrantha Kunt, presenta asociacion
con bacterias solubilizadoras de fosfato. Sin embargo, no se ha reportado asociaciones
entre B. macrantha y bacterias fijadoras de nitrogeno esto puede ser debido a motivo es
que simplemente A. brasilense no presenta una interaccion directa con las raices de la
planta, ya que hay factores genotipicos que no permiten que ocurre una interaccion
(Rangel Lucio et al., 2011). Debido a las diferencias en los niveles de asimilacién que
se pueden encontrar en las distintas especies de plantas (Pereg et al., 2016). Otra posible
explicacion del porqué no se presentd diferencia estadisticamente significativa en el
crecimiento de la planta inoculada y no inoculada, puede ser por la interaccion que
presenta la bacteria con las particulas del suelo, esta presenta un obstaculo fisico
evitando que ocurra una interaccién directa con las raices (Yoav Bashan & de-Bashan,
2010).

Baccharis macrantha posee la habilidad de crecer en suelos que poseen altas
concentraciones de metales pesados, y como se observé en este estudio posiblemente
realizan reduccién de la concentraciéon de metales pesados. Aunqgue el suelo de mina de
carbén no es un suelo que se considera degradado, ya que presenta caracteristicas que
permiten el crecimiento de especies vegetales en su superficie, al ser capaz de crecer en
un sustrato como lo es la Arena, esta planta tiene la capacidad de crecer en suelos con
condiciones pobres de crecimiento, demostrando una capacidad para colonizar

ambientes perturbados y sustratos empobrecidos, resultados que concuerda con los
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7.5

realizados por Hidroel et al., en el 2015 , No se han realizado muchos reportes sobre
Baccharis macrantha Kunt, pero este tipo de resultados han sido reportados en otros
miembros de Baccharis sp. como B. Latifolia, 0 B. Bogotensis, los cuales son especies
de arbustos conocidos por presentar una alta tolerancia a suelos pobres y dificiles, con

alta pedregosidad y carentes de agua (Prada Mufioz, 2015).

Concentracién inicial y final de Metales Pesados.

La extraccion de carbon genera contaminacion en los suelos al realizar la explotacion
minera, tanto de cielo abierto como extraccion subterrdnea; comunmente se encuentran
metales tdéxicos como Cadmio (Cd), Plomo (Pb), Zinc (Zn), Cobalto (Co) y Mercurio
(Hg) (Brundtland, 1989; Guerrero Useda y Pineda Acevedo, 2016) Los resultados de

la concentracion de metales pesados en suelo de MC se pueden observar en la Tabla 10

Inicio Final
Metal Pesado (ma/kg) (ma/kg)
Plomo 11,75 117
Cadmio 0,38 0,20
Zinc 26,7 7,79
Cobalto 14,06 9,15
Mercurio <0,05 <0,05

Tabla 10. Concentraciéon de Metales Pesados en Suelo de Mina de Carbdn al inicio del
experimento y al final del mismo.

Segun la Unidad de Planeacion Minero Energética (UPME) en 2015 los niveles
iniciales de estos elementos traza se encuentran por encima de la concentracion
permitida, donde esta establecido que niveles de concentracion aceptados para estos
son:
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e Cd los niveles estan en 0,05 (mg/kg)
e Pb el nivel permitido es de 0.20 (mg/kg)
e Zn el nivel permitido es 3,00 (mg/kg)

e Hg es de 0.002(mg/kg)

Valores por encima de estos niveles generan una serie de problemas al medio ambiente
y salud humana, por lo que estos suelos requieren de un manejo especial de
almacenamiento y descarte, siguiendo esta norma de control ambiental, las
concentraciones que resultaron de las pruebas son muy altas y poseen un riesgo para el
medio que los rodea (Pérez Espinosa, 1997).

En los resultados se puede observar que la concentracién inicial de todos estos metales
pesados tuvo una reduccion entre la toma inicial de la muestra y la toma final de la
misma; siendo las concentraciones que mayor presentaron reduccién, Zinc, con una
reduccion de 18,91 (mg/kg), Plomo con 10,58 (mg/kg), seguido de Cobalto con 4,91
(mg/kg), y Cadmio con 0,18 (mg/kg). Esto indica, que, al parecer, B. Macrantha esta
ejerciendo una reduccion en las concentraciones de estos metales pesados en el suelo.
Este resultado es consistente con otros estudios realizados con plantas nativas, en Lima
Peru utilizando plantas alto andinas (Jara-Pefia et al., 2014) y en Coahuila México
(Galaciz Lozano & Trejo Calzada, 2011) donde se observé la reduccién de metales

pesados.
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8 Conclusiones

e Las condiciones fisicoquimicas iniciales del suelo de mina de carbén, presenta
textura franco-arenosa, una porosidad media, pH de 6.7, presencia baja de
nitrégeno y potasio, pero una presencia muy alta de fosforo, poca humedad y
baja capacidad de retencion de agua, indicando que plantas resistentes a la baja
concentracion de agua, pueden crecer en este tipo de suelos.

e El suelo de Mina de carbdn presenta comunidades bacterianas y fangicas, que
pertenecen a los grupos funcionales: solubilizadoras de fosfato, fijadoras de
nitrogeno y celuloliticos, los cuales son indicadoras de calidad del suelo, es
decir la presencia, ausencia de estas permite evaluar el impacto de las
practicas, en este caso mineras, que se tienen en este tipo de suelo. Sin
embargo, no presentd bacterias nitrificantes, posiblemente por la baja
concentracion de nitrégeno.

e Baccharis macrantha Kunt, puede crecer en suelos de mina de carb6n que
presenten las caracteristicas mencionadas anteriormente.

e No hubo diferencia estadisticamente significativa en el crecimiento entre
Baccharis macrantha Kunt, inoculada y no inoculada con Azospirillum
brasilense Cd., aunque no se descarta un posible efecto promotor ejercido por
Azospirillum brasilense Cd

e Hubo reduccidn en la concentracion de metales pesados en suelo de Mina de
carbén sembrado con Baccharis macrantha, lo que indica que es una especie

vegetal que tiene el potencial para ser utilizada en fitoestabilizacion, por su
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capacidad de crecer en suelos con altas concentraciones de metales pesados;
posiblemente presenta capacidad de absorcidn de estos metales, al observarse

disminucion entre las concentraciones al inicio y final del experimento.

9 Recomendaciones

Se recomienda evaluar a nivel molecular, los microorganismos encontrados, para
poder realizar la identificacion y relacionar posibles factores que estén afectando
la interaccién de A. brasilense con B. macrantha, y poder corroborar el posible
efecto que estén realizando en el suelo y en la planta.

Debido a la naturaleza de este estudio se recomienda llevar un seguimiento mas
largo respecto a los niveles de tolerancia que puede presentar B. macrantha a las
concentraciones de metales toxicos en su interior.

Dada la presencia de microorganismos fijadores de nitrogenos en el suelo, se
recomienda realizar un estudio con estos microorganismos para determinar si
generan competencia en el efecto de Azospirillum brasilense Cd en las raices de
Baccharis macrantha Kunt.

Se recomienda realizar este ensayo con mucho mas tiempo, con un nimero mas

grande de individuos y proceder a realizarlo in situ.
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