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RESUMEN

Los jales mineros, producto de la extraccion de minerales, representan un riesgo de
contaminacion de matrices ambientales adyacentes (suelo, sedimentos, rios, lagos etc.) por
dispersion hidrica de los lixiviados o dispersion eolica del material. EI pH acido, baja
estructuracion, elevada concentracion de metales pesados y bajas concentraciones de
nutrientes impiden o limitan la actividad microbiana y por consiguiente el crecimiento
vegetal. Uno de los retos para estos materiales es estimular la actividad microbiana que
favorezca el crecimiento vegetal y asi la estabilizacion de los jales. El objetivo del presente
trabajo fue determinar el efecto de la adicion de enmiendas organicas y del crecimiento
radicular de un pasto sobre la actividad microbiana en jales mineros. La metodologia
consistié en la adicion de composta, biocarbén, y mezcla de ambas como enmiendas
organicas a un jal proveniente de Taxco, Guerrero. Se establecieron experimentos
simultaneos en microcosmos (in vitro) y en mesocosmos (macetas) durante 114 dias, en el
cual se sembrd un pasto (Lolium perenne). Al inicio y al final de los experimentos se
evaluaron indicadores de actividad microbiana como: mineralizacion de carbono,
coeficiente metabdlico (qCO,), actividad enzimética de B-glucosidasa, fosfatasa, polifenol
oxidasa, deshidrogenasa, biomasa microbiana y actividad enzimatica especifica. Los
resultados mostraron que la actividad microbiana aumenté con la adicién de enmiendas
organicas con y sin planta en el orden siguiente: Composta > Mezcla > Biocarbén. En el
tratamiento con adicion de composta se observo una mayor mineralizacion de C, asi como
una mayor actividad enzimatica y biomasa microbiana en presencia del pasto, mientras que
el tratamiento con adicion de biocarbdn presenté semejanzas con el tratamiento control (es
decir, los jales mineros sin adicion de enmiendas organicas) en parametros relacionados
con la dinamica del C como la B-glucosidasa, deshidrogenasa y mineralizacion de C. Se
concluye que la adicion de composta, en conjunto con la siembra del pasto, es el escenario
mas conveniente para promover la actividad microbiana en los jales mineros, lo cual podria

favorecer su estabilizacion.

Palabras clave: Jales mineros; Enmiendas organicas; Dinamica del carbono; Actividad

microbiana.
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SUMMARY

The mine tailings, by product of the extraction of minerals, represent a risk of
contamination of adjacent environmental matrices (soil, sediments, lakes, rivers etc.) by
water dispersion of the leachates or wind dispersion of the material. Acidic pH, lack
structure, high concentration of heavy metals and low nutrient concentrations prevent or
limit microbial activity, and consequently plant growth. One of the challenges for these
materials is to stimulate the microbial activity that favors plant growth and thus the
stabilization of the tailings. The objective of the present work was to determine the effect of
the addition of organic amendments and the root growth of a grass on the microbial activity
in mine tailings. The methodology consisted of the addition of compost, biochar, and
mixture of both as organic amendments to a mine tailing from Taxco, Guerrero.
Simultaneous experiments were established in microcosms (in vitro) and mesocosms (plant
pot) during 114 days in which a grass (Lolium perenne) was planted. At the beginning and
at the end of the experiments, indicators of microbial activity were evaluated such as:
carbon mineralization, metabolic coefficient (qCO,), enzymatic activity of -glucosidase,
phosphatase, polyphenol oxidase, dehydrogenase, microbial biomass and specific
enzymatic activity. The results showed that the microbial activity increases with the
addition of all the organic amendments with and without plant in the following order:
Compost> Mixture> Biochar. In the treatment with addition of compost we observed a
greater mineralization of C, as well as a greater enzymatic activity and microbial biomass
in the presence of grass, while the treatment with addition of biochar showed similarities
with the control treatment (i.e., mine tailings without the addition of organic amendments)
in parameters related to the dynamics of C such as B-glucosidase, dehydrogenase and
mineralization of C. It is concluded that the addition of compost in conjunction with the
sowing of the grass is the most convenient scenario to promote microbial activity in the

mine tailings, which could favor its stabilization.

Keywords: Mine tailings; Organic amendments; Carbon dynamics; Microbial activity
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1. INTRODUCCION

La extraccion y el aprovechamiento de minerales ha generado toneladas de residuos
denominados jales mineros (Ramos y Siebe, 2006). Estos residuos son de tamafio de
particula equivalente a limos y arenas cuya composicion quimica y caracteristicas fisicas
son diversas (Medel et al., 2008). En general, los jales presentan pH acido, poca estructura,
elevada concentracion de metales pesados (MP) y baja concentracion de nutrientes
esenciales (C, N, P, K, Mg, entre otros), lo que en conjunto ocasiona que exista una baja o
nula actividad microbiana, ademés de que impiden o limitan el crecimiento vegetal
(Moynahan et al., 2002; Hernandez et al., 2009).

Los jales mineros representan un alto riesgo de contaminacion de matrices ambientales
adyacentes por dispersion hidrica y/o eélica (Romero et al., 2008; Pérez y Martin, 2015).
Para mitigar la dispersién de los jales se deben emprender estrategias que incrementen la
estabilidad de los taludes y que promuevan la agregacién de particulas. Dentro de estas se
encuentra el uso de enmiendas organicas que promueven la actividad microbiana, la
disponibilidad de nutrientes y la formacion de agregados, factores indispensables para que
exista un adecuado crecimiento vegetal que impida o disminuya la dispersion de los
contaminantes (Moynahan et al., 2002; Gomez, Ferreras y Toresani, 2006; Saison et al.
2006; de la Fuente et al., 2010).
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2. MARCO TEORICO
2.1. LA MINERIA COMO FUENTE DE CONTAMINACION.

En México, la mineria es una actividad econdmica muy importante que tiene presencia en
26 estados; los mayores numeros de proyectos se encuentran en Sonora: 202; Chihuahua:
117; Durango: 95; Sinaloa: 84; Zacatecas: 62; Jalisco: 54; Oaxaca: 33, y Guerrero: 33
(Cardenas, 2013). Esta actividad representa el 65% de los residuos industriales que se
producen en México (Mejia et al., 1999), ya que genera toneladas de residuos denominados
jales mineros, los cuales son el producto de la trituracion y molienda del mineral que se
pretende extraer (NOM-141-SEMARNAT-2003; Ramos y Siebe, 2006).

Antiguamente y en especial durante los siglos XIX y XX, cuando no existia ningun tipo de
legislacion, se generaron millones de toneladas de residuos mineros en todo el territorio
nacional, los cuales fueron acumulados y abandonados alrededor de las minas, en patios
industriales y barrancas, formando depdsitos superficiales denominados presas de jales.
Actualmente, en muchos casos se desconocen sus condiciones y sus potenciales

afectaciones al ambiente (Ramos y Siebe, 2006).

2.1.1. Caracteristicas de los jales mineros y sus efectos en la actividad

microbiana y el crecimiento vegetal.

Los jales mineros se caracterizan principalmente (tabla 1) por tener altas concentraciones
(de entre 1-50 g/kg) de MP tales como: Zn, Hg, Pb, Cd, Fe, Cu, Mn, entre otros, con
respecto a los limites establecidos en la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 (22-400
mg/kg en suelo agricola/residencial y 260 — 5,100 mg/kg en suelo industrial), pH &cido,
bajos contenidos de materia organica y nutrientes esenciales (C, N, P, K, Mg) (Ye et al.,
2002; Mendez et al., 2007; Mendez y Maier, 2008). Los jales carecen de estructura y
agregacion; mantienen una baja comunidad microbiana heterotrofica y estan dominados por
bacterias autotroficas que oxidan el hierro y el azufre, lo que ocasiona que no exista

vegetacion y promueve la producciéon de lixiviados acidos (Moynahan et al., 2002).
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Tabla 1. Caracteristicas generales de los jales mineros.

Caracteristicas Fisicas

Caracteristicas Quimicas

Caracteristicas bioldgicas

*Tamafio de particula que

«Estructura desfavorable.

*Baja capacidad de
retencion de humedad.

varia 2 um hasta 0.2 mm.

« Altas concentraciones de
MP.

+ Alto contenido de
sulfuros.

*pH &cido.

*Bajo contenido de materia
organica y nutrientes
esenciales.

*Baja actividad microbiana.
*Poco o nulo crecimiento

vegetativo.

(Yeetal., 2002; Mendez y Maier, 2008; Hernandez y Padilla, 2010; Fellet et al., 2011).

La elevada concentracion de MP en los jales mineros, tiene efectos directos en los
microorganismos y en las plantas. Los procesos microbianos como la mineralizacion de
carbono (C) y nitrégeno (N) y la descomposicion de la materia organica son afectados por
la presencia de MP (Moynahan et al., 2002; Dai et al., 2004). Especificamente, en los
microorganismos tienen un efecto inhibitorio en la actividad enzimatica y en la
modificacion de la estructura de la comunidad microbiana (Karaca et al., 2010). Estudios
como los de Kandeler et al. (1995), Khan y Chang-Yong (1999), Efron et al. (2004), Liao y
Huang (2005) y Malley et al. (2006) han reportado la reduccién de la biomasa microbiana y
la actividad de enzimas como la deshidrogenasa, fosfatasa, ureasa, proteasa y arilsulfatasa,

y que esto depende de la concentracion de los MP.

Los MP tienen efectos toxicos en las plantas, cuya intensidad depende de la especie de
planta, la concentracion y el tipo de metal. Algunos de los efectos son: inhibicion del
crecimiento, aceleracion de la senescencia, citotoxicidad, clorosis, dafio oxidativo,
inhibicion de funciones metabdlicas y alteracion de la actividad enzimética. Lo anterior,
junto con los efectos negativos en los microorganismos, dificulta el establecimiento y un
posterior crecimiento vegetativo en los jales (Nagajyoti, Lee y Sreekanth, 2010; Hmid et
al., 2015).

2.1.2. Dispersion de jales mineros.

Las caracteristicas ya mencionadas en la tabla 1, asociadas a que los jales son acumulados a
la intemperie, representan un gran riesgo ambiental por la dispersion al entorno a través de

procesos erosivos hidricos y edlicos que ocasionan la contaminacion de las matrices
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ambientales adyacentes (Gutiérrez et al., 2007; Medel et al., 2008; Csavina, et al., 2011;
Santos et al., 2013; Espino y Romero, 2014).

Se han reportado en el mundo diversos accidentes relacionados con la dispersion de jales
mineros que tuvieron consecuencias en el ambiente y en la salud humana (UNEP, 2001).
En México existen pocos estudios relacionados con la dispersion de jales, sin embargo, el
caso reportado de Macias et al. (2015) en el que colapsé un conjunto de presas de jales en
Tlalpujahua, Michoacan y murieron 300 personas es un claro ejemplo de la inadecuada
gestion de los residuos y de los riesgos que representa la acumulacién de los mismos. Otros
ejemplos son los estudios realizados por Gutiérrez et al. (2007) y Santos et al. (2013) en los
que reportan dispersion de jales y concentraciones de distintos MP en el entorno inmediato
y no inmediato del lugar de almacenamiento de los mismos, de los cuales se desconocen los

efectos ambientales.

2.1.3. Fitoestabilizacion de jales mineros e importancia de la actividad

microbiana.

Una de las formas para disminuir la dispersion de los jales es su inmovilizacion usando
organismos vivos como las plantas, a este tipo de técnicas se les conoce como
fitorremediacion. Los mecanismos de fitorremediacion incluyen fitoestabilizacion,
rizodegradacion, fitoextraccion, fitodegradacion vy fitovolatilizacién (tabla 2) (Trejo, 2002;
ITCR, 2001).

Tabla 2. Mecanismos de Fitorremediacion (Modificado de ITCR, 2001; Paz et al., 2014).

Mecanismo Proceso Descripcion del Medio Tlpq de Tipos de
proceso contaminantes plantas

- Especies
Limita la herlgéceas
movilidad y Suelo, pastos '
Fitoestabilizacion | Contencion | biodisponibilidad | sedimentos, Metales pesados érbolesl
de los lodos L
. especies de
contaminantes
humedales
Especies
. Suelo, herbaceas,
Degradacion por - .
. o - . . sedimentos, Contaminantes pastos,
Rizodegradacion | Degradacion | microorganismos . ;
g lodos, agua organicos arboles,
rizosféricos , .
subterranea especies de
humedales
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Especies
Fitoacumulacion/ 5 Las plantas Suelo, herbaceas,
Extraccion y acumulan - Metales pesados y pastos,
. sedimentos, AR )
Fitoextraccid captura contaminantes en lodos radiondclidos arboles,
toextraccion su biomasa especies de
humedales
Algas,
. Suelo, especies
Degradacion por - .
. sedimentos, . herbaceas,
Fitodegradacion | Degradacion enzimas lodos, agua Contaml_nantes pastos
secretadas por las L organicos . ’
superficial y arboles,
plantas . .
subterranea especies de
humedales
Conversion de Especies
Extraccion contaminantes a Suelo, herbaceas,
. S del medioy | su forma volatil, sedimentos, Solventes, Hg y pastos,
Fitovolatilizacion | . - . )
liberacion al seguido de una lodos, agua As arboles,
aire liberacion a la subterranea especies de
atmosfera humedales

En la fitoestabilizacion, las plantas crean una capa que limita la movilidad de los jales
reduciendo los procesos de dispersion a través de erosion edlica e hidrica, ademas de que
los MP pueden ser inmovilizados por adsorcién o acumulacion en la rizésfera (Mendez y
Maier, 2008).

Para tener un establecimiento y desarrollo vegetativo como resultado de la
fitoestabilizacion se requiere del desarrollo de estructura y del reciclaje de nutrientes, para
lo cual se reconoce como parte esencial la presencia de una comunidad microbiana
funcional (Moynahan et al., 2002). La importancia de este ultimo factor radica en que los
microorganismos influyen directamente en el reciclaje de nutrientes (Moynahan et al.,
2002; Burns et al., 2013; Kujur y Kumar, 2014; Paul, 2014) y realizan la descomposicion
de la materia organica a través de su activad metabolica, mediante la cual favorecen la

disponibilidad de nutrientes para las plantas (Barrios, 2007).

Sin embargo, estos factores son afectados por las condiciones que presentan los jales. Por
esta razon, la fitoestabilizacion debe ser “asistida” a través de la adicion de enmiendas
organicas que proporcionen nutrientes, estructura y que promuevan la actividad microbiana
(de la Fuente et al., 2010; Gil et al., 2016). Algunas de las enmiendas usadas en la
fitoestabilizacion son el biocarbdén y la composta (Alvarenga et al., 2008; Beesley et al.,
2011; Karami et al., 2011; Pardo et al., 2014; Paz et al., 2014; Rodriguez et al., 2014; Jones
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et al., 2016; Taiwo et al., 2016). No obstante, la actividad microbiana es un factor que no ha
sido ampliamente estudiado, razén por la cual en los siguientes apartados se recopila
informacion sobre los indicadores que se usan para evaluarla y los efectos que tiene la

adicion de enmiendas organicas en la misma.

2.2. INDICADORES DE ACTIVIDAD MICROBIANA.

2.2.1. Mineralizaciéon e inmovilizacion de C.

El C es un elemento importante en la regulacion de procesos que ocurren en los suelos y
forma parte esencial de la materia organica. Su flujo dentro del suelo es regulado por
procesos bioldgicos como la mineralizacion y la inmovilizacion, los cuales por ser sensibles
a cambios fisicoquimicos son usados como indicadores de la actividad microbiana
(Stevenson y Cole, 1999). La mineralizacién es la transformacion de la materia organica a
compuestos inorganicos como el CO, (Guerreo et al., 2012), mientras que la inmovilizacion
es el resultado de la asimilacion del C (en las células de los microorganismos) que no ha
sido utilizado para la obtencion de energia o para la secrecion microbiana de sustancias

extracelulares (Stevenson y Cole, 1999).

Ambos procesos, dependen de las caracteristicas de las distintas fuentes de C (naturales
como la materia organica y externas como la adicion de enmiendas orgénicas) en los
suelos. Por ejemplo, se ha observado que la cantidad y tasa de liberacion de CO,, asi como
la inmovilizacion de C en la biomasa de los microorganismos depende del tipo de C
potencialmente mineralizable e inmovilizable, es decir, si se trata de C labil o estable
(Guerreo et al., 2012). En distintos estudios se ha documentado que los compuestos
organicos constituidos de un C labil presentan mayor mineralizacion e inmovilizacion de C
(Garcia et al., 2000; Ros et al., 2006; Vinhal et al., 2010; Kayikcioglu, 2013) en
comparacion con los compuestos constituidos por C estable, en los cuales la mineralizacion
e inmovilizacion es menor (Keith et al., 2011; Lehmann et al., 2011; Zimmerman et al.,
2011; Luo et al., 2013; Prayogo et al., 2014; Zhang et al., 2014; Agegnehu et al., 2016)
(figura 1).
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Cabe resaltar que ambos procesos estan en constante dindmica y balance, ya que mediante
la mineralizacion se liberar C a la atmdsfera en forma de CO,, mientras que la

inmovilizacidn retiene transitoriamente el C en las células microbianas.

CO; co,

Figura 1. Modelo de mineralizacion e inmovilizacion de C en sistemas con presencia de C labil y estable.

2.2.2. Actividad enzimatica.

Una de las funciones de los microorganismos es el reciclaje de nutrientes a través de la
descomposicion de la materia organica. Este proceso biogeoquimico requiere de la sintesis
intracelular de proteinas llamadas enzimas, que tienen un papel esencial en la catélisis de
reacciones de hidrdlisis y oxidacion relacionadas con la degradacion de compuestos
organicos en el ambiente extracelular, las cuales reciben el nombre de exoenzimas (Shukla
y Varma, 2010; Paul, 2014). La sintesis de enzimas es sensible a las condiciones
fisicoquimicas del medio, como pH, humedad, temperatura, concentracién de los nutrientes
esenciales como C, N y P; por esta razon, las exoenzimas se usan como indicadores de la
actividad microbiana (Caldwell, 2005; Shukla y Varma, 2010; Kutilek y Nielsen, 2015).

Existe una gran diversidad de enzimas (tabla 3) y cada una oxida o hidroliza componentes
especificos. La B-glucosidasa es una enzima hidrolitica muy comudn y predominante en el

suelo ya que estd involucrada en la degradacion de compuestos de C labil (celobiosa,
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celulosa, hemicelulosa), y su producto final es la glucosa, una importante fuente de energia
para los microorganismos (Shukla y Varma, 2010); la polifenol oxidasa degrada
compuestos de C organicos estables o recalcitrantes, como los compuestos aromaticos
(Turner et al., 2002); la fosfatasa esta relacionada con el ciclo del P ya que hidroliza
ésteres y anhidridos de acido fosforico; por dltimo, la deshidrogenasa es un reflejo de las
actividades oxidativas de los microorganismos y esta relacionada con la respiracion y por
tanto en el grado de actividad de los mismos (Acosta y Paolini, 2005; Henriquez et al.,
2014).

Tabla 3. Enzimas indicadoras de actividad microbiana (Tomado de Shukla y VVarma, 2010).

Indicador de actividad

Enzima del suelo Reacciéon enzimatica . .

microbiana

Deshidrogenasa Sistema de transport_e, de electrones Ciclo de C

(respiracion)

B-glucosidasa Hidrdlisis de celobiosa Ciclode C
Celulasa Hidrdlisis de celulosa Ciclode C
Fenol oxidasa Hidrolisis de lignina Ciclode C
Ureasa Hidrolisis de urea Ciclode N
Amidasa Mineralizacién de N Ciclode N
Fosfatasa Liberacion de PO, Ciclode P
Avrilsulfatasa Liberacion de SO, Ciclode S

2.2.3. Coeficiente metabolico (qCO,) y actividad enzimatica especifica (AEE).

La secrecion extracelular de enzimas, asi como la mineralizacion son usadas como
indicadores por su sensibilidad y rapida respuesta a los cambios fisicoquimicos del medio.
Cada uno de estos procesos requiere de la inversion de energia metabdlica para su
realizacion, y esta energia debe ser usada eficientemente (Kutilek y Nielsen, 2015). Por
ejemplo, la sintesis de enzimas se realiza solamente cuando es absolutamente necesario
para los microorganismos (Caldwell, 2005; Shukla y Varma, 2010; Kutilek y Nielsen,
2015).

Por esta razén surge la necesidad de utilizar indicadores enfocados a entender el uso
eficiente de la energia por parte de los microorganismos considerando otros parametros

como la biomasa microbiana. Estos indicadores son el coeficiente metabolico (qCO)
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(Wardle y Ghani, 1995) y la actividad enzimatica especifica (AEE) (Raiesi y Beheshti,
2014), los cuales se obtienen de dividir la produccion de CO, y de enzimas,
respectivamente, entre la biomasa microbiana. Ambos indicadores permiten entender de
una manera mas completa la eficiencia en el uso de energia y/o recursos por parte la
comunidad microbiana (Chavez-Vergara et al., 2016) ya que son una medida de la energia
necesaria para mantener la actividad metabdlica (refiriéndose a la produccion de CO, y a la
sintesis de enzimas) en relacion con la energia necesaria para la sintesis de biomasa.
Especificamente, valores altos indican poca eficiencia en el uso de energia y viceversa
(Kayikcioglu, 2013; Raiesi y Beheshti, 2014; Chavez-Vergara et al., 2016).

Cabe resaltar que algunos autores como Yan et al. (2003) y Raiesi y Beheshti (2014)
mencionan que los microorganismos del suelo invierten mas energia en el mantenimiento
de la actividad metabdlica (produccion de CO; y enzimas) en vez de aumentar biomasa a

medida que aumenta el estrés en el medio.

2.3. USO DE ENMIENDAS ORGANICAS COMO MEJORADOR DE LA ACTIVIDAD
MICROBIANA.

2.3.1. Biocarbon: caracteristicas y efectos en la actividad microbiana.

El biocarbdn es un carbdn vegetal producto de la pir6lisis de materiales organicos (figura 2)
(Lehmann y Joseph, 2015) y es adicionado al suelo porque en es capaz de modificar las
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas. Se ha observado que modifica la estructura,
densidad y porosidad del suelo; promueve el secuestro de carbono, la retencion de agua, la
disponibilidad de nutrientes (Glaser, Lehmann y Zech, 2002) y amortigua el pH acido
(Sohi, et al., 2010). También se ha observado que modifica la comunidad microbiana
(Pietikéinen et al., 2000), proporciona un habitat adecuado, adsorbe toxinas y promueve el
crecimiento de las raices (Lehmann y Joseph, 2015). Sin embargo, también hay estudios
gue muestran que disminuye el crecimiento de micorrizas arbusculares, el reciclaje de

nutrientes y la descomposicion de la materia organica (Lehmann et al., 2011).
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Uso del biogas en
transporte, energia,
industria etc.

|
Residuos organicos (residuos de I™ eroduccien -
cultivos, jardineria, forestales, | : | de Biogas
estiércol de animales etc.) | .

Pirdlisis

Ha
T

&

- o ls ,-.
- ﬁ;‘:‘? Produccidn de

Biocarban

Figura 2. Proceso de generacién de biocarbdn (Modificado de: International Biochar Initiative, 2017).

Existen pocos estudios para evaluar la influencia del biocarbén en los microorganismos, y
los estudios existentes han demostrado que la biomasa microbiana puede 0 no ser
modificada por la adicion de biocarbdn. Se han reportado aumentos de la biomasa con la
adicion de biocarbdn con una temperatura de pirélisis menor a 450°C (Chan et al., 2008;
Beesley et al., 2011); también se han reportado disminuciones (Gul et al., 2014), y casos en
los que no hay aumentos o disminuciones significativas (Paz et al., 2012; Ameloot et al.,
2013). Se ha reportado que esto se puede deber a la técnica usada para la cuantificacion de
la biomasa microbiana, especificamente en la que se usa como solucion extractora al K,SO4
(Durenkamp et al., 2010). En el caso de la mineralizacion de carbono, Paz et al. (2012) y
Ameloot et al. (2013) reportan disminuciones significativas en la produccion de CO, y en el

coeficiente metabdlico (qCO,) en los tratamientos con adicion de biocarbén.

La temperatura de pir6lisis del biocarbon es importante en la actividad de enzimas
relacionadas con el ciclo del C y P. En biocarbones pirolizados a temperaturas mayores a
400°C se reportan aumentos significativos en enzimas relacionadas con la degradacién de
compuestos de carbono estable o recalcitrante como la a-glucosidasa, -D-celobiohidrolasa,
y B-N-acetilglucosaminidasa, asi como disminuciones en enzimas relacionadas con la
degradacion de compuestos de carbono labil y con la mineralizacion del fosforo como la B-

glucosidasa y la fosfatasa (Paz et al. 2012; Foster et al. 2016).
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En otros estudios como el de Bailey et al. (2011), la adicion de biocarbén no tuvo efectos
claros ya que se reportaron valores diferentes en las enzimas analizadas (B-glucosidasa, B-
N-acetilglucosaminidasa, lipasa y leucina aminopeptidasa) y los autores lo atribuyen a que
la determinacion de la actividad enziméatica depende de la interaccion fisica entre el
biocarbdn y el sustrato, que impide una cuantificacion adecuada.

El efecto de la temperatura de pirdlisis del biocarbén se reporta en enzimas como la
deshidrogenasa. Por ejemplo, Ameloot et al. (2013) reporta un aumento significativo en el
tratamiento con adicién de biocarbon hecho a 350°C y una disminucién significativa en el
biocarbdén hecho a 700 °C; sin embargo, Paz et al. (2012), report6 un aumento significativo

en la misma enzima con un biocarbén producido a 600°C.
2.3.1.1.  Actividad microbiana en jales con adicion de biocarbon.

El biocarbon es una de las enmiendas organicas que ha sido propuesta para remediar los
jales mineros o suelos contaminados ya que amortigua el pH acido, reduce los elementos
toxicos y promueve el establecimiento de plantas (Fellet et al., 2010; Kelly et al., 2014; Paz
et al., 2014; Hmid et al., 2015). Sin embargo, existen pocos estudios de sus efectos en la
actividad microbiana en jales mineros. Cui et al. (2013) evaluo lo efectos de la adicion de
biocarbdn de paja de trigo (450°C) en la actividad microbiana de suelos contaminados con

MP y encontrd un aumento significativo en enzimas como la celulasa, sacarasa y fosfatasa.
2.3.2. Composta: caracteristicas y efectos en la actividad microbiana.

La composta es un abono organico formado por la degradacion microbiana aerobia de
distintos residuos organicos (figura 3) (SAGARPA, s.f.). La aplicacion de una enmienda
organica como la composta tiene efectos positivos en las propiedades fisicas, quimicas y
bioldgicas del suelo, como la regulacion de la temperatura, la retencion de humedad,
estructura e incremento de la disponibilidad de nutrientes (Cambardella, Richard y Russell,
2003; Araujo et al., 2009), las cuales a su vez modifican positivamente la actividad

microbiana (Saison et al., 2006; Fini, Degl'Innocenti, y Ferrini, 2016).
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Calor Oxigeno

M) COMPOSTA

Figura 3. Proceso de generacion de composta (Modificado de Farm to Table, 2017).

Algunos estudios han encontrado que la adicion de composta al suelo aumenta
significativamente la biomasa microbiana y la mineralizacién de C (Vinhal et al., 2010;
Kayikcioglu, 2013; Lata y Marschner, 2013); disminuye el cociente metabdlico (Vinhal et
al., 2010) y aumenta en forma significativa la actividad de distintas enzimas
(deshidrogenasa, p—glucosidasa, fosfatasa acida y alcalina, celulasa, catalasa, arilsulfatasa y
ureasa) (Albiach et al., 2000; Garcia et al., 2000; Crecchio et al., 2001 y 2004; Ros et al.,
2006; Nayak et al., 2007; Vinhal et al., 2010; Kayikcioglu, 2013).

2.3.2.1.  Actividad microbiana en jales con adicion de composta.

En comparacion con el biocarbon, se han realizado mas estudios de los efectos de la adicion
de composta sobre la actividad microbiana en jales mineros o suelos contaminados con
jales mineros. En todos los estudios se colectaron muestras de jales mineros (Kohler et al.,
2015), suelos contaminados con jales (de Mora et al., 2004; Alvarenga, de Varennes y
Cunha-Queda, 2014) o suelos desarrollados sobre minas abandonadas (Alvarenga et al.,
2008; de Varennes et al., 2010); se adicionaron compostas hechas de residuos urbanos y de
jardineria, y se sembraron especies arbustivas (Anthyllis cytisoides, Erica australis y
Dactylis glomerata), herbaceas (Agrostis stolonifera) y pastos (Lolium perenne). En todos
los casos la biomasa aérea de las plantas aumentd, asi como la actividad de la
deshidrogenasa, B-glucosidasa, arilsulfatasa, fosfatasa acida, celulasa, proteasa y ureasa.
Estos estudios confirman que el uso de compostas promueve el establecimiento y
crecimiento de plantas y la actividad microbiana.
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3. JUSTIFICACION

En este trabajo se analizan los efectos que tiene la adicion de enmiendas orgénicas en la
actividad microbiana en jales derivados de la actividad minera. Esta ltima es una de las
principales fuentes de contaminacion por MP, los cuales alteran las propiedades
fisicoquimicas, la actividad microbiana y el crecimiento vegetal (Kandeler et al., 1996;
Efron et al., 2004; Karaca et al., 2010).

Estos sustratos presentan altas concentraciones de MP, baja capacidad de retencion de
humedad, pH &cido, bajas concentraciones de nutrientes, y en general una baja a nula
actividad microbiana, que en conjunto pueden aumentar el riesgo de contaminacién de otras
matrices ambientales a través de la erosion (Mendez y Maier, 2008; Csavina et al., 2011;
Gil et al., 2016).

Por esta razon, es importante comprender la respuesta de la actividad microbiana a través
del uso de enmiendas organicas, las cuales son fundamentales para la formacion de
agregados Y el reciclaje de nutrientes, dos factores indispensables para un buen desarrollo

vegetativo que impida o disminuya la dispersion de los jales mineros.

Por dltimo, la informacion generada podrd ayudar en la implementacion de nuevas
estrategias de remediacion in situ de jales mineros, ademas de que la investigacion
proporcionara datos y evidencia cientifica sobre los efectos de las enmiendas organicas con

diferentes propiedades sobre la actividad microbiana.
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4. PREGUNTAS DE INVESTIGACION Y OBJETIVOS
Objetivo general

1) Determinar el efecto de la adicion de composta, biocarbon y la mezcla de estos a

un jal derivado de actividades mineras sobre la actividad microbiana.
PREGUNTA 1.

¢Someter a los tratamientos (control, composta, biocarbén y mezcla) a un periodo de
incubacion en el que se mejoran las condiciones de temperatura y humedad modifica la

actividad microbiana?

2) Objetivo: Determinar si un cambio en las condiciones de temperatura y
humedad durante un periodo de tiempo modifica la actividad microbiana en los

tratamientos.
PREGUNTA 2.
¢La incorporacién de una planta al jal minero modifica la actividad microbiana?

3) Objetivo: Determinar si el crecimiento radicular de un pasto promueve la

actividad microbiana sin la necesidad de la adicion de enmiendas organicas.
PREGUNTA 3.

¢Existen diferencias en la actividad microbiana cuando se considera la ausencia y presencia

de la planta en los tratamientos con adicién de enmiendas organicas?

4) Objetivo: Determinar si existen diferencias en la actividad microbiana
considerando la interaccién de los tratamientos con respecto a la presencia o

ausencia del pasto.
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5. HIPOTESIS
Hipotesis general

1) La adicion de enmiendas organicas mejorara las condiciones fisicoquimicas en

los jales mineros, lo cual estimulara la actividad microbiana en los mismos.
Hipotesis particulares

2) El cambio en las condiciones de temperatura y humedad de la incubacion
estimular la actividad microbiana en los tratamientos.

3) El establecimiento de la planta a través del desarrollo de su rizésfera, tendra un
efecto positivo sobre la actividad microbiana en los jales mineros, la cual sera
mayor en los tratamientos con adicion de enmiendas organicas.

4) La actividad microbiana serd& mayor con la adicion de la composta en
comparacién con el biocarbon, debido a que se compone de sustancias mas
labiles y facilmente utilizables por los microorganismos.

5) En la mezcla de enmiendas la actividad microbiana sera mayor, debido a que se

suman las propiedades de ambas enmiendas organicas.
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6. METODOLOGIA
6.1. AREA DE ESTUDIO.

Taxco de Alarcén (figura 4) es un municipio que se localiza al norte del estado de Guerrero
entre los paralelos 18° 21° y 18° 41° de latitud norte y los meridianos 99° 25° y 99° 47’ de
longitud oeste; tiene una altitud entre 700 y 2,600 m. La temperatura varia de 12 — 26°C;
presenta un rango de precipitacion de 800 — 1,500 mm. El clima es templado subhimedo
con lluvias en verano; ocupa una superficie de 652,725 km? y la vegetacion que prevalece
es el bosque tropical caducifolio (INEGI, 2009; SEDESOL, 2013; Gomez et al., 2010).

Taxco de Alarcon se caracteriza por la actividad minera, especificamente La Unidad
Minera de Taxco (UMT) se ha distinguido histéricamente por su produccion de plata (Ag)
y se convirtio en un importante productor de zinc (Zn) y plomo (Pb) a partir del siglo XX
(GOmez et al., 2010).
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Figura 4. Ubicacion de la mina “El Fraile” en el municipio Taxco de Alarcon del estado de Guerrero
(Modificado de: Gdmez et al., 2010).
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6.2. COLECTA DE MUESTRAS.

El sitio de muestreo fue la mina inactiva “El Fraile” localizada aproximadamente a 12 km
al suroeste de Taxco de Alarcon (figura 4), la cual contiene desechos mineros originados

entre 1940 y 1970 como resultado de la explotacion de Ag, Zn y Pb (Talavera, 2006).

En enero del 2016 se colectaron aproximadamente 30 kg de muestra de jales mineros de la

mina “El Fraile”, los cuales fueron proporcionados por la Mtra. Fabiola Vega, del Instituto

de Geologia, UNAM.
6.3. EXPERIMENTO DE ADICION DE ENMIENDAS ORGANICAS.

Se establecio un experimento microcosmos (in vitro) y otro en mesocosmos (macetas) para
evaluar el efecto de la adicién de enmiendas orgénicas sobre la actividad microbiana en los
jales mineros. Los tratamientos fueron los siguientes: en el primer tratamiento se usd una
composta proveniente de la Planta Bordo Poniente; en el segundo tratamiento se uso
biocarbén de fibra de coco inoculado con orina procedente de la planta de gasificacion
Green To Energy (G2E) ubicada en Ciudad Universitaria, UNAM; el tercer tratamiento
consistio en una mezcla de ambas enmiendas a un 50%; finalmente las macetas control se

dejaron sélo con jal, es decir sin ningun tipo de enmienda (tabla 4).

Tabla 4. Tratamientos establecidos para los experimentos en microcosmos y mesocosmos.

Residuos

Tratamiento : Enmienda orgéanica
mineros

Control (J) 100% 0%
Composta (C) 96% 4%
Biocarbon (B) 96% 4%

Mezcla de composta y biocarbon 2% composta y 2%
96% . .
(M) biocarbon

6.3.1. Experimento en microcosmos (in vitro).

Dentro de frascos herméticos se colocaron 75 g de cada uno de los tratamientos con 5
réplicas cada uno (tabla 4) en tubos de cloruro de polivinilo (PVC) de 5 cm de diametro

adaptados con una malla en uno de los extremos. Posteriormente, los tratamientos fueron
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llevados a capacidad de campo por capilaridad y se incubaron a 25°C en oscuridad durante
108 dias. EI experimento funcioné como el tratamiento sin planta y se llevo a cabo en el

Laboratorio de Biogeoquimica del Instituto de Geologia, UNAM.
6.3.2. Experimento en mesocosmos (macetas).

Se colocd 1 kg de las mezclas enlistadas en la tabla 4 en macetas (con 5 réplicas cada uno)
y se sembraron en ellas 2 g de semillas de pasto Ray Grass (Lolium perenne). Todas las
macetas se mantuvieron dentro del Invernadero Sistematizado del Instituto de Geologia de
la UNAM a una temperatura de 25°C y a 80 % de su capacidad maxima de retencion de

humedad, esta Gltima controlada en forma gravimétrica durante 121 dias.

6.4. ANALISIS DE LABORATORIO.

6.4.1. Caracterizacion de las enmiendas organicas.

La caracterizacion de ambas enmiendas consistio en la determinacion de la humedad
gravimétrica, para lo cual fue pesada la muestra en himedo y se secé a 105° C llevandola a
peso constante. La humedad se calculé mediante la resta del peso himedo menos el peso
seco, siguiendo el método de Delgadillo y Martinez (2010). El pH y conductividad eléctrica
(CE) se midieron usando un potencidbmetro Conductronic modelo PH 120 y un
conductimetro HANNA modelo HI4321, respectivamente. Los cationes intercambiables
(CI) se obtuvieron a partir de una extraccion con acetato de amonio 1N a un pH=7 y se
cuantificaron en un espectrofotometro de absorcién atomica Perkin Elmer 3110 para el caso
del calcio (Ca*") y el magnesio (Mg®*), y mediante flamometria para el sodio (Na*) y el
potasio (K*) con el flamémetro Sherwood modelo 360 segun el método propuesto por
Shimada y Sanchez (2007). Por ultimo, se analizé el carbono (C) y nitrégeno (N) totales

utilizando un analizador elemental CNHS/O Perkin Elmer 2400 serie 1l, en el modo CHB.

6.4.2. Actividad microbiana.
6.4.2.1.  Mineralizacién potencial de C.

Se colocé dentro de frascos herméticos 75 g de muestra de los tratamientos de la tabla 4

(con 5 réplicas cada uno) junto con un vial de vidrio con 10 ml de una solucion alcalina de
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NaOH 0.5 N (a la que se denomina trampa de CO,). El vial con NaOH fue reemplazado
cada 4 dias, luego cada semana y finalmente cada 15 dias, mientras que al NaOH que se
extrajo se le adiciond 5 ml de BaCl, 1N para precipitar el CO, en forma de Na,COs. La
determinacion de la captura de CO, se hizo a través de titulaciones del NaOH extraido
usando HCI 0.5 N, y fenolftaleina al 1% como indicador. Por ultimo la concentracién de C

en forma de CO, se determin6 usando la férmula 1.

[ (HClBlanco — HClgastado)(NNaOH) (MA )]
I 2 mol Na,COs Carbono/ | ugC
[1,000,000 = ...Férmula 1
Isuelo | YIsuelo

I

| |

Donde N es la normalidad del NaOH y MA es la masa atémica del carbono.
6.4.2.2.  Inmovilizacion de C en biomasa microbiana (Cpic).

El Cnic se midié mediante el método de fumigacién y extraccién de Vance et al. (1987) y
modificado por Chavez-Vergara et al. (2016), que consiste en pesar 10 g de suelo por
duplicado de cada tratamiento en vasos de precipitados y colocandolos en desecadores. La
mitad de las muestras fueron fumigadas al vacio con cloroformo (CHCI3) durante 30 min 'y

las restantes se usaron como control.

Las muestras fumigadas y no fumigadas fueron incubadas en oscuridad a 25°C durante 24
hrs. Para la extraccion del Cpc se adiciond 40 ml de K,SO,4 0.5 N, y se agitaron por 30 min.
Finalmente, la muestra se filtr6 con papel Whatman No. 42. La determinacion de la
concentracion de C se realiz6 en un analizador de carbono marca Shimadzu perteneciente al
Laboratorio Universitario de Nanotecnologia Ambiental (LUNA) del CCADET, UNAM.

La concentracion final de Cpic (expresada en pg C g™*) se determind a partir de la diferencia
de la concentracion de Cpjc en las muestras fumigadas menos las no fumigadas y divididas
entre el coeficiente de extraccion 0.45 (Joergensen y Mueller, 1996).
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6.4.2.3.  Actividad enzimética.
6.4.2.3.1. Enzimas B-glucosidasa (BG), fosfatasa (FOS) y polifenol
oxidasa (PFO).

La actividad enzimatica se determind mediante mediciones colorimétricas de liberacion de
p-nitrofenol (pNP) en el caso de la BG y FOS; y de la reduccion de tirosina en el caso de la
PFO.

Para la preparacion de la muestra se colocaron 2 g de suelo de cada tratamiento en tubos
Falcon de 50 ml y se adicionaron 30 ml de una solucion de Buffer Universal Modificado
(MUB) a un pH de 6. Los tubos se agitaron durante 15 min a 120 rpm. Posteriormente se
tomaron 3 alicuotas de 0.67 ml del extracto y se colocaron en tubos Eppendorf junto con
0.67 ml del sustrato de cada enzima (pNP - glucopirandsido para BG, pNP - fosfato para
FOS y ABTS para PFO).

Simultdneamente, se preparé el control de muestra y el control de sustrato; el primero se
hizo colocando en tubos Eppendorf 0.67 ml del extracto y 0.67 ml del MUB, y el segundo

colocando la misma cantidad del sustrato de la enzima y el MUB.

Todos los tubos Eppendorf se cerraron e incubaron a 25°C durante 2 hrs. A continuacion se
centrifugaron a 10,000 rpm durante 2 min y se transfirio una alicuota de 0.75 ml del
sobrenadante a tubos Falcon de 15 ml. Posteriormente se adicionaron 0.075 ml de NaOH
AN y 3 ml de agua desionizada para detener la reaccion. Este procedimiento se sigui6 en el
caso de BG y FOS.

Los tubos Falcon de 15 ml se agitaron en un vortex durante unos segundos. La absorbancia
se determind en un espectrofotometro Thermo Spectronic modelo 4001/4. La absorbancia
se ajustd a 410 nm para BG y FOS, y a 460 nm para PFO. La concentracion de enzimas fue

expresada en unidades de mmol g™ h™.
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6.4.2.3.2. Enzima deshidrogenasa (DHG).

El método para la determinacion de deshidrogenasa se basa en la estimacién de la tasa de
reduccion de cloruro de trifeniltetrazolio (TTC) a trifenilformazan (TPF) posterior a la
incubacidn. Se pesaron 2 g de suelo de cada tratamiento en tubos Falcon de 15 ml forrados
con aluminio para impedir el paso de la luz, para luego adicionar 2 ml de una solucién de

TTC para suelos arenosos con baja concentracién de materia organica.

Simultaneamente, se prepararon los controles de muestra pesando 2 g de suelo y se
adicionaron 2 ml de Buffer-Tris ajustado a un pH de 7.8 con HCI (para suelos con pH

menor a 6).

Los tubos se incubaron en agitacion a 25°C durante 24 hrs, para posteriormente adicionar 8
ml de acetona y agitarse durante 2 hrs. Luego los tubos se centrifugaron a 3,000 rpm por 2
min. La lectura de la absorbancia se realizo en el sobrenadante con un espectrofotometro
Thermo Spectronic modelo 4001/4 ajustandola a 560 nm. La concentracion de enzimas fue

expresada en unidades de pg TPF gt d™.

6.4.2.4.  Coeficiente metabolico (qCO;) y actividad enzimatica especifica
(AEE).

El gCO, y la AEE se calcularon usando la concentracion de cada una de las enzimas, la
concentracion de biomasa microbiana y la produccion de C-CO, de cada tratamiento. El

gCO, se estimd siguiendo la formula 2 y la AEE segun la formula 3.

A
qCO, = B ... Férmula 2

C
AEE = B ... Formula 3

Donde A es la produccién de C-CO, de cada tratamiento expresada en pg C g™; B es el
valor de biomasa microbiana (Cmic) expresado en pg C g™y C es cualquier enzima (BG,
FOS, PFO y DHG).
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6.5. ANALISIS ESTADISTICOS.

Para todos los datos se realizaron pruebas de normalidad (Prueba de Shapiro-Wilk) y de
homocedasticidad (Prueba de Levene), asi como una prueba de esfericidad Mauchly en el

caso de los andlisis de varianza de medidas repetidas (RMANOVA).

En caso de que alguna variable no presentara homocedasticidad y normalidad se realiz6 una

transformacion de los datos a logaritmo natural (In).
Todos los andlisis se realizaron en el programa Statistica 13 StatSoft.

Mineralizacion potencial de C en los tratamientos. Se realiz6 un analisis de varianza de
una via (ANOVA) para los datos de C-CO, generados durante el experimento en
microcosmos, para verificar diferencias significativas en la produccién de C-CO; entre cada

uno de los tratamientos.
En caso de presentar diferencias se realizd un analisis post-hoc Tukey HSD.

Actividad enzimatica inicio y término del experimento en microcosmos. Para determinar
si habia diferencias significativas entre los tratamientos al inicio y término de la incubacion
se realizd un analisis de varianza de medidas repetidas (RMANOVA), teniendo como
factor “entre” a los tratamientos con cuatro niveles (composta, biocarbon, mezcla y
control), y como factor “dentro” el tiempo de incubacion con dos niveles, es decir, el

tiempo inicial y final del experimento.
En caso de presentar diferencias se realizd un analisis post-hoc Duncan.

Actividad enzimatica considerando el efecto planta. Para los datos de actividad enzimatica
del tratamiento control en el experimento en microcosmos y en mesocosmos se realizé un
analisis de varianza de una via (ANOVA) teniendo como factor la presencia y ausencia de
planta (pasto). Esto con el objetivo de verificar si existia un efecto positivo en el jal minero

por la presencia de la planta y no de la adicion de enmiendas organicas.

En caso de presentar diferencias se realizo un analisis post-hoc Duncan.



Pagina |25

Actividad enzimatica considerando el efecto planta y tratamientos. Con el objetivo de
determinar qué factor es determinante para la actividad enzimatica, es decir, las enmiendas,
la presencia o ausencia de planta o la interaccion de ambas se realiz6 un analisis de
varianzas factorial (ANOVA Factorial) considerando los datos de los experimentos en
microcosmos y mesocosmos, considerando como primer factor los “tratamientos” con 4
niveles (composta, biocarbon, mezcla y control) y como segundo factor la presencia o

ausencia de planta (pasto).

En caso de presentar diferencias significativas (p<0.05) se realiz6 un analisis post-hoc

Duncan.



Pagina |26

7. RESULTADOS

A continuacion, se presentan los resultados de las variables analizadas y los analisis
estadisticos a los que fueron sometidos. Lo anterior serd presentado de acuerdo con las tres
preguntas planteadas: 1) ¢;Someter a los tratamientos a un periodo de incubacion modifica
la actividad microbiana? 2) ¢La incorporacion de una planta al jal modifica la actividad
microbiana?, y 3) ¢Existen diferencias en la actividad microbiana cuando se considera la
ausencia y presencia de la planta en los tratamientos con adicion de envidas organicas? Las
abreviaturas empleadas en las secciones siguientes son: Control= “J”, Composta= “C”,
Biocarbon= “B” y Mezcla= “M”, Mineralizacion potencial de carbono= “C-CO,”, B-
glucosidasa= “BG”, Fosfatasa= “FOS”, Polifenol oxidasa= “PFO”, Deshidrogenasa=

“DHG” y Biomasa microbiana= “Cpy;c”.

7.1. Efecto de la adicion de enmiendas organicas y del cambio de condiciones sobre la

actividad microbiana en jales mineros.
7.1.1. Biomasa microbiana (Cpmic).

Al inicio de la incubacion no hubo diferencias en la biomasa microbiana (figura 5 y tabla 5)
entre los tratamientos. En el andlisis estadistico resulté significativa la interaccion entre los
tratamientos y el tiempo. Se observo que al final de la incubacién el Cy,c aumentd en los
tratamientos con enmiendas organicas, pero sélo de forma significativa para C (1.8 veces) y
M (1.7 veces), los cuales fueron diferentes de J y B, quienes presentaron los valores mas
bajos.

Inicio incubacién M Final incubacion

120 - Aa

100 -

80 -

Aa
Ab
Aa } Ba Ab
T Aa I
40 - ca 1
20 | '
0 T T T

Control Composta Biocarbén Mezcla

Crnic (HEC gY)
3

Tratamientos

Figura 5. Media (+ error estandar) de la biomasa microbiana (C.,c) para el analisis RMANOVA. Letras minusculas
diferentes representan diferencias significativas (p<0.05) en el factor “tiempo” y letras maydsculas distintas representan
diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos.
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7.1.2. Actividad enzimatica.

En general no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos al inicio de la
incubacion, con excepcion de la FOS en la que J fue hasta >2 veces mayor que en los

tratamientos con enmiendas organicas.

La BG (figura 6) presento diferencias significativas entre la interaccion de los tratamientos
con el tiempo (tabla 5). Se observé que al final de la incubacion aumenté de forma
significativa para J y B (>2 veces) mientras que los valores en C y M se mantuvieron
iguales; J presentd los valores mas altos (entre 2 - 4.5 veces mayor) y fue diferente de los
tratamientos con enmiendas. En éstos tltimos C y B fueron diferentes entre ellos, pero no lo

fueron con respecto a M.

La FOS (figura 7) presentd diferencias en los tratamientos y el tiempo, pero no en la
interaccion entre éstos (tabla 5). La concentracion de FOS disminuyd al final de la
incubacion en todos los tratamientos a excepcion de M, y ésta disminucién solo fue
significativa en J, el cual ademas presento los valores mas altos en comparacién con B, por

lo que resultaron ser diferentes entre ellos, pero ambos no fueron diferentes de C y M.

Se observo interaccion significativa entre los tratamientos y el tiempo para la PFO (figura 8
y tabla 5). Al final de la incubacion hay un aumento significativo en C (>3 veces) y B (4
veces) los cuales fueron diferentes de J y M ya que éstos presentaron los valores mas bajos

y se mantuvieron sin cambios.

La DHG (figura 9) presentd diferencias en los tratamientos y el tiempo, pero no en la
interaccion entre éstos (tabla 5). La actividad de esta enzima no presentd un aumento
significativo en los tratamientos al final de la incubacion, sin embargo, C y M presentaron
los valores mas altos (1.2 veces) con respecto a J, el cual que presentd los menores valores,

mientras que B no se diferencié de ningun tratamiento.
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Figura 6. Media (+ error estandar) de la enzima B-
glucosidasa (BG) para el andlisis RMANOVA. Letras

mindsculas  diferentes  representan  diferencias
significativas (p<0.05) en el factor “tiempo” y letras
mayusculas distintas representan diferencias

significativas (p<0.05) entre los tratamientos.
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Figura 7. Media (+ error estandar) de la enzima
fosfatasa (FOS) para el andlisis RMANOVA. Letras

mindsculas  diferentes  representan  diferencias
significativas (p<0.05) en el factor “tiempo” y letras
mayusculas distintas representan diferencias

significativas (p<0.05) entre los tratamientos.
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Figura 8. Media (+ error estandar) de la enzima
polifenol oxidasa (PFO) para el analisis RMANOVA.
Letras mindsculas diferentes representan diferencias
significativas (p<0.05) en el factor “tiempo” y letras
mayusculas distintas representan diferencias
significativas (p<0.05) entre los tratamientos.
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Figura 9. Media (+ error estandar) de la enzima
deshidrogenasa (DHG) para el andlisis RMANOVA.
Letras mindsculas diferentes representan diferencias
significativas (p<0.05) en el factor “tiempo” y letras
mayusculas distintas representan diferencias
significativas (p<0.05) entre los tratamientos.

Tabla 5. Valores de F y (p) para los parametros de actividad enzimética y biomasa microbiana (Cic)
analizados en el modelo de RMANOVA, considerando el efecto “tiempo .

Fuente de variacion
Parametros | Factor “Entre” Factor “Dentro”
Tratamiento (T) Tiempo (1) Txt
BG 15.7 (<0.01) 14.7 (<0.01) | 7.06 (<0.01)
FOS 8.51 (<0.01) 9.47 (<0.01) | 1.09 (0.37)
PFO 8.94 (<0.01) 19.7 (<0.01) | 7.95 (<0.01)
DHG 10.3 (<0.01) 6.59 (0.02) 0.16 (0.92)
Chic 9.18 (<0.01) 13.2 (<0.01) | 6.85 (<0.01)
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7.1.3. Actividad enzimatica especifica (AEE).

No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos al inicio de la incubacion,
con excepcion de la AEE FOS en la que J y M presentaron el valor mas alto y méas bajo

respectivamente y resultaron ser diferentes entre si.

En la AEE BG (figura 10) resulto significativa la interaccion entre los tratamientos y el
tiempo (tabla 6). Al final de la incubacion aumentd 3.6 veces en J por lo que fue diferente a

los tratamientos con enmiendas.

La AEE FOS (figura 11) present6 diferencias en los tratamientos y el tiempo, pero no en la
interaccidn entre éstos (tabla 6). Se observd que al final de la incubacion el valor disminuy6
en todos los tratamientos menos en J, pero en ninguno disminuy6 de forma significativa; en
J el valor se mantuvo igual y fue >4 veces mayor que los demas tratamientos, por lo que

resultd ser diferente a éstos.

La AEE PFO (figura 12) present6 diferencias en los tratamientos y el tiempo, pero no en la
interaccion entre éstos (tabla 6). Al final de la incubacion el valor de AEE PFO aumentd
2.6 veces en B, el cual presento los valores mas altos, M presento los valores mas bajos, por
lo que ambos fueron diferentes entre si y con respecto a J y C. Estos Gltimos se
mantuvieron iguales y no fueron diferentes entre si. En el caso de AEE DHG (figura 13) no

se observaron diferencias en ningln factor.
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Figura 10. Media (* error estandar) de la actividad
enzimatica especifica de la enzima B-glucosidasa (AEE
BG) para el andlisis RMANOVA. Letras mindsculas
diferentes  representan  diferencias  significativas
(p<0.05) en el factor “fiempo” y letras mayulsculas
distintas representan diferencias significativas (p<0.05)
entre los tratamientos.
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Figura 11. Media (+ error estandar) de la actividad
enziméatica especifica de la enzima fosfatasa (AEE
FOS) para el analisis RMANOVA. Letras mindsculas
diferentes  representan  diferencias  significativas
(p<0.05) en el factor “tiempo” y letras maytsculas
distintas representan diferencias significativas (p<0.05)
entre los tratamientos.
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Figura 12. Media (+ error estandar) de la actividad
enzimatica especifica de la enzima polifenol oxidasa
(AEE PFO) para el andlisis RMANOVA. Letras
mindsculas  diferentes  representan  diferencias
significativas (p<0.05) en el factor “tiempo” y letras
mayusculas distintas representan diferencias
significativas (p<0.05) entre los tratamientos.
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Figura 13. Media (+ error estandar) de la actividad
enzimatica especifica de la enzima deshidrogenasa
(AEE DHG) para el analisis RMANOVA. Letras
mindsculas  diferentes  representan  diferencias
significativas (p<0.05) en el factor “tiempo” y letras
mayusculas distintas representan diferencias
significativas (p<0.05) entre los tratamiento.

Tabla 6. Valores de F y (p) para los pardmetros de actividad enzimatica especifica (AEE) analizados en el modelo de
RMANOVA, considerando el efecto “tiempo .

Fuente de variacion
Parametros | Factor “Entre” Factor “Dentro”
Tratamiento (T) | Tiempo (t) Txt
AEE BG 20.1 (<0.01) 7.73(0.01) | 12.9 (<0.01)
AEE FOS 10.4 (<0.01) 5.95 (0.03) | 0.85(0.48)
AEE PFO 7.60 (<0.01) 7.58 (0.01) | 2.80(0.07)
AEE DHG 0.31 (0.81) 1.96 (0.17) | 1.47 (0.26)
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7.1.4. Mineralizacion potencial de C.

La figura 14 muestra la produccion de C-CO, acumulado durante los 108 dias de
incubacion de cada tratamiento. Los valores mas bajos los presentd B, seguido de J, y no
fueron significativamente diferentes entre si. El valor de C y M fue 1.6 y 1.3 veces

respectivamente mayor en relacion a J y B.
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Figura 14. Medias (+ error estandar) de la mineralizacion de carbono en forma de dioxido de carbono (C-CO,) para los
tratamientos. Letras mayusculas distintas representan diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos.

7.1.5. Coeficiente metabdlico (qCO,).

En la figura 15 se muestra el coeficiente metabolico (qCO,) para cada tratamiento. El
mayor qCO; lo present6 J y su valor fue el doble que el de los tratamientos con enmiendas

organicas, por lo que resulto ser significativamente diferente a éstos ultimos.

25 4 A

Control Composta Biocarbén Mezcla
Tratamientos

Figura 15. Medias (x error estandar) del coeficiente metabdlico (qCO,) para cada tratamiento. Letras mayUsculas
distintas representan diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos.
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7.2. Efecto sobre la actividad microbiana por el establecimiento de plantas en jales

mineros.

7.2.1. Actividad enzimatica y biomasa microbiana (Cp;c).

Se observo un aumento significativo en presencia de la planta de hasta 9 veces para FOS

(figura 17) y de 2.3 veces para Cpjc, (figura 20) y una disminucion significativa de la mitad

en el caso de la PFO (figura 18). La BG y DHG (figura 16 y 19 respectivamente) se

mantuvieron sin cambios.
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Figura 16 Medias (+ error estandar) de la enzima f-
glucosidasa (BG) para el ANOVA de un factor. Letras
mindsculas distintas representan diferencias
significativas (p<0.05) entre la presencia o ausencia de
la planta.
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Figura 17. Medias (x error estandar) de la enzima
fosfatasa (FOS) para el ANOVA de un factor. Letras
mindsculas distintas representan diferencias
significativas (p<0.05) entre la presencia o ausencia de
la planta.
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Figura 18. Medias (+ error estandar) de la enzima
polifenol oxidasa (PFO) para el ANOVA de un factor.
Letras mindsculas distintas representan diferencias
significativas (p<0.05) entre la presencia o ausencia de
la planta
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Figura 19. Medias (+ error estandar) de la enzima
deshidrogenasa (DHG) para el ANOVA de un factor.
Letras minusculas distintas representan diferencias
significativas (p<0.05) entre la presencia o ausencia de
la planta.
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Figura 20. Medias (+ error estandar) de la biomasa
microbiana (C;.) para el ANOVA de un factor. Letras
minusculas distintas representan diferencias
significativas (p<0.05) entre la presencia o ausencia de
la planta.

Tabla 7. Valores de F y (p) para los parametros de actividad enzimatica y biomasa microbiana (Cy,;.) analizados en el
modelo de ANOVA, considerando el efecto “planta”.

Fuente de variacién
Parametros Factor “Entre”
Planta (P)

BG 0.16 (0.70)
FOS 34.8 (<0.01)
PFO 5.90 (<0.05)
DHG 3.64 (0.09)

Crnic 5.52 (0.04)

7.2.2. Actividad enzimatica especifica (AEE).

En presencia de la planta la AEE BG (figura 21) y AEE PFO (figura 23) mostraron una

disminucidn significativa de 2.5y 3.7 veces respectivamente. En la AEE FOS (figura 22)

hubo un aumento significativo de 5 veces, mientras que en el caso de la AEE DHG (figura

24) sus valores se mantuvieron sin cambios.
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Figura 21. Medias (£ error estandar) de la actividad
enzimatica especifica de B-glucosidasa (AEE BG) para
el ANOVA de un factor. Letras mindsculas distintas
representan diferencias significativas (p<0.05) entre la
presencia o ausencia de la planta.
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Figura 22. Medias (+ error estandar) de la actividad
enzimatica especifica de fosfatasa (AEE FOS) para el
ANOVA de un factor. Letras mindsculas distintas
representan diferencias significativas (p<0.05) entre la
presencia o ausencia de la planta.
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Figura 23. Medias (+ error estandar) de la actividad
enzimatica especifica de polifenol oxidasa (AEE PFO)
para el ANOVA de un factor. Letras minGsculas
distintas representan diferencias significativas (p<0.05)
entre la presencia o ausencia de la planta.
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Figura 24. Medias (+ error estandar) de la actividad
enzimatica especifica de deshidrogenasa (AEE DHG)
para el ANOVA de un factor. Letras mindsculas
distintas representan diferencias significativas (p<0.05)
entre la presencia o ausencia de la planta.

Tabla 8. Valores de F y (p) para los parametros de actividad enzimatica especifica (AEE) analizados en el modelo de
ANOVA, considerando el efecto “planta”.

Fuente de variacion
Parametros Factor “Entre”
Planta (P)
AEE BG 9.24 (0.02)
AEE FOS 10.8 (0.01)
AEE PFO 12.3 (<0.01)
AEE DHG 0.37 (0.55)

7.3. Efecto de la adicion de enmiendas organicas y del establecimiento de una planta

sobre la actividad microbiana en jales mineros.

7.3.1. Biomasa microbiana (Cpic).

En el Cnic (figura 25) resulté significativa la interaccion entre el factor tratamientos y planta

(tabla 9). Hubo un efecto en presencia de la planta para los tratamientos con adicion de

enmiendas ya que su valor es >2.5 veces mayor. En el tratamiento sin planta no hay

diferencia entre los tratamientos con enmiendas, mientras que J solo fue diferente de C y

M, pero no de B. En el tratamiento con planta C y M no fueron diferentes entre si, pero si lo

fueron de J y B, los cuales a su vez fueron diferentes entre si.
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7.3.2. Actividad enzimatica.

La BG (figura 26) solo present6 diferencias significativas en el factor tratamientos (tabla 9).
El tratamiento sin planta J present6 los valores mas altos y no fue diferente de B pero si lo
fue de C y M. En presencia de planta solamente hubo diferencias entre J y B, ya que el

primero presentd valores 4 veces mayores que el segundo.

La FOS (figura 27) presento diferencias significativas en el factor tratamiento y planta, pero
no en la interaccion entre éstos (tabla 9). En el tratamiento sin planta B fue diferente a los
demas tratamientos ya que presentd valores dos veces menores. Se observo un efecto en
todos los tratamientos en presencia de la planta ya que los valores de la enzima aumentaron
hasta un orden de magnitud (>10 veces). En este ultimo tratamiento solamente Jy B fueron

diferentes ya que el primero presenté los valores mas altos y el segundo los mas bajos.

En la PFO (figura 28) resultd significativa la interaccion entre el factor tratamientos y
planta (tabla 9). En el tratamiento sin planta C y B presentaron valores altos y ambos fueron
diferentes de J y M ya que éstos presentaron los valores méas bajos. En el tratamiento con
planta C y M presentaron los valores mas altos, pero solamente aumenté de forma
significativa en M (> 7 veces) ambos tratamientos fueron diferentes de J ya que presento
los valores mas bajos, mientras que B presento valores intermedios que no fueron diferentes

de ningln tratamiento.

En la DHG (figura 29) resultd significativa la interaccion entre el factor tratamientos y
planta (tabla 9). En el tratamiento sin planta no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos. Sin embargo, la presencia de la planta tuvo un efecto en los tratamientos con

adicion de enmiendas ya que su valor aumento con respecto al tratamiento sin planta 6
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veces para C, 7 veces para B y 2.6 veces para M, todos fueron diferentes entre si, pero C

presento los valores mas altos.
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Figura 26. Media (£ error estandar) de la enzima -
glucosidasa (BG) para el analisis ANOVA Factorial.
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Figura 28. Media (+ error estandar) de la enzima
polifenol oxidasa (PFO) para el analisis ANOVA
Factorial. Letras minusculas diferentes representan
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Figura 27. Media (+ error estandar) de la enzima Figura 29. Media (+ error estdndar) de la enzima

fosfatasa (FOS) para el analisis ANOVA Factorial.
Letras minusculas diferentes representan diferencias
significativas (p<0.05) entre la presencia o ausencia de
la planta y letras mayusculas distintas representan

diferencias
tratamientos.
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Tabla 9. Valores de F y (p) para los parametros de actividad enzimatica y biomasa microbiana (C ;) analizados en el
modelo de ANOVA Factorial, considerando el efecto “planta-tratamiento”.

Fuente de variacién
Parametros | Factor “Entre” Factor “Dentro”
Tratamiento (T) | Planta (P) TXP
BG 4.67 (<0.01) 0.35 (0.56) 1.47 (0.24)
FOS * 6.91 (<0.01) 238 (<0.01) | 0.40 (0.75)
PFO 4.89 (<0.01) 0.06 (0.81) | 3.91(0.02)
DHG 40.0 (<0.01) | 202 (<0.01) | 30.2 (<0.01)
Chic 19.4 (<0.01) | 86.9(<0.01) | 4.43(0.01)

*Datos transformados a In
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7.3.3. Actividad enzimatica especifica (AEE).

En la AEE BG (figura 30) en el tratamiento sin planta los valores fueron >14, 4 y >7 veces
menores en C, B y M (respectivamente) y en relacion con J. También se observa una
disminucion significativa del 40% en presencia de la planta para este Gltimo tratamiento,
mientras que los tratamientos con enmiendas organicas se mantuvieron iguales con respecto
al factor planta. En ausencia y presencia de planta J presentd los valores mas altos, y fue

diferente a los demas tratamientos.

En la AEE FOS (figura 31) en ausencia de la planta no hubo diferencias significativas entre
los tratamientos. Sélo hubo un aumento significativo (> 5 veces) en presencia de la planta
para J, ya que presentd valores >6, 8 y >7 veces mayores con relacion a C, By M

respectivamente.

En la AEE PFO (figura 32) en ausencia de planta J y C presentaron valores semejantes y
ambos fueron diferentes de B y M, los cuales presentaron el valor mas alto y bajo
respectivamente y fueron diferentes entre si. Se observé una disminucion significativa en
presencia de la planta para J y B (3.7 y 6 veces respectivamente), pero C y M se
mantuvieron sin cambios, sin embargo al considerar solo el tratamiento con planta no hubo

diferencias entre los tratamientos con enmiendas organicas.

En la AEE DHG (figura 33) en ausencia de la planta no hubo diferencias significativas
entre los tratamientos. Se observd un aumento significativo en presencia de la planta para C
y B, (2.4 y 2.6 veces respectivamente) mientras que J y M se conservaron sin cambios. En
presencia de la planta C y B presentaron los valores mas altos y ambos fueron diferentes de
J y M ya que éstos presentaron los valores mas bajos.
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Figura 32. Media (+ error estandar) de la actividad
enzimatica especifica de la enzima polifenol oxidasa
(AEE PFO) para el andlisis ANOVA Factorial. Letras
mindsculas  diferentes  representan  diferencias
significativas (p<0.05) entre la presencia o ausencia de
la planta y letras mayusculas distintas representan
diferencias  significativas  (p<0.05) entre los
tratamientos.

Figura 30. Media (+ error estandar) de la actividad
enzimatica especifica de la enzima B-glucosidasa (AEE
BG) para el andlisis ANOVA Factorial. Letras
minasculas  diferentes  representan  diferencias
significativas (p<0.05) entre la presencia o ausencia de
la planta y letras mayulsculas distintas representan
diferencias  significativas  (p<0.05) entre los
tratamientos.
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Figura 33. Media (+ error estandar) de la actividad
enzimatica especifica de la enzima deshidrogenasa
(AEE DHG) para el analisis ANOVA Factorial. Letras
minGsculas  diferentes  representan  diferencias
significativas (p<0.05) entre la presencia o ausencia de
la planta y letras maydsculas distintas representan
diferencias  significativas  (p<0.05) entre los
tratamientos.

Figura 31. Media (+ error estandar) de la actividad
enziméatica especifica de la enzima fosfatasa (AEE
FOS) para el andlisis ANOVA Factorial. Letras
minGsculas  diferentes  representan  diferencias
significativas (p<0.05) entre la presencia o ausencia de
la planta y letras mayUGsculas distintas representan
diferencias  significativas  (p<0.05) entre los
tratamientos.

Tabla 10. Valores de F y (p) para los parametros de actividad enzimatica especifica (AEE) analizados en el modelo de
ANOVA Factorial considerando el efecto “planta-tratamiento”.

Fuente de variacion
Parametros | Factor “Entre” Factor “Dentro”
Tratamiento (T) | Planta (P) TxP
AEE BG 315 (<0.01) | 16.2(<0.01) | 6.77 (<0.01)
AEE FOS 16.8 (<0.01) | 19.2(<0.01) | 8.20 (<0.01)
AEE PFO 439(0.01) | 21.9(<0.01) | 5.64 (<0.01)
AEE DHG 2.67 (0.07) 6.27 (0.02) | 4.63(<0.01)
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8. DISCUSION
8.1. Efecto de la adicidn de enmiendas organicas y del cambio de condiciones sobre la

actividad microbiana en jales mineros.
8.1.1. Mineralizacion e inmovilizacion de C.

En el presente trabajo se observé que la mineralizacion e inmovilizacién fueron promovidas
con el cambio de temperatura y humedad durante la incubacién en los tratamientos con
adicion de composta. Estos tratamientos presentaron una mayor mineralizacion de C con
respecto al control (aumentando en un 59% en el tratamiento con composta y un 26% en el
tratamiento mezcla) y con respecto al tratamiento con adicion de biocarbon (aumentando un
73% y 36% respectivamente). Esto significa que el proceso de mineralizacion fue més
rapido en los tratamientos con adicién de composta y se atribuye a la presencia de
compuestos labiles que son facilmente asimilables por los microorganismos. La adicién del
biocarbdn al jal no tuvo efectos significativos en el proceso de mineralizacion. Esto es
atribuido a la composicion quimica del biocarbon, dada por la temperatura de pir6lisis
(1000°C), ya que se tiene reportado que durante este proceso los compuestos labiles se
volatilizan entre los 200°C y 400 °C, dejando como componentes restantes los compuestos
recalcitrantes (Al-Wabel et al., 2013), los cuales son altamente estables y resistentes a la

degradacion por parte de la comunidad microbiana (figura 34).

La inmovilizacion de C en biomasa microbiana no fue modificada con la adicion inmediata
de las enmiendas organicas ya que no se observan diferencias significativas entre los
tratamientos antes de ser sometidos a la incubacion. EI aumento de biomasa solo fue
observado al final de la incubacion en los tratamientos con adicién de composta, los cuales,
al tener altas concentraciones de compuestos labiles, permiten que el C sea asimilado e
inmovilizado en las células de los microorganismos, y no solamente sea utilizado para
mantener la actividad metabdlica de los mismos. Esto mismo fue reportado por de Mora et
al. (2014), quienes determinaron los efectos de la adicion de composta sobre la actividad
microbiana en un suelo afectado por un accidente de dispersion de jales mineros. En
contraparte, el control y el tratamiento con biocarbdn no presentaron aumentos

significativos en la biomasa microbiana, debido a que en ellos existe una baja



Pagina | 40

concentracion de C labil que limita la inmovilizacion de C y el crecimiento de los

microorganismos (figura 34).

Todo lo anterior concuerda con las hipotesis 2) y 4), y sugiere que la mineralizacién e
inmovilizacion de C en los jales mineros es dependiente de la adicién de residuos organicos
labiles como la composta y que el efecto positivo de la adicion de enmiendas organicas es
promovido después de un cambio en las condiciones de humedad y temperatura durante un
periodo de incubacion.

Adicion de
enmiendas
organicas

Biocarbén == Mezcla

Figura 34. Modelo de mineralizacion e inmovilizacion de C para los tratamientos. El ancho de las flechas
indica magnitud en la cantidad de C mineralizado o inmovilizado. Letras mayusculas diferentes indican
diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos.

8.1.2. Actividad enzimatica.

En este trabajo, observamos que la adicion inmediata de las enmiendas organicas
disminuyo la actividad de la FOS con respecto al control. También se observo que en este
Gltimo tratamiento, el cambio en la temperatura y humedad en la incubacion disminuyo los
valores de la FOS. Se ha reconocido que la produccién de esta enzima aumenta cuando la
disponibilidad de P es baja (Allison et al., 2007; Shukla y Varma, 2010; Vinhal et al.,
2010), por lo que la disminucion en los tratamientos con adicién de enmiendas organicas

indica que los microrganismos encontraron una fuente de P en ellas, ademéas de que un
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cambio en las condiciones de temperatura y humedad en el jal tiene efectos en la secrecién
de la FOS, lo cual es indicativo de las condiciones de estrés y los compromisos metabolicos

a los que estan expuestas las comunidades microbianas en estos ambientes.

Se observd que el cambio en la temperatura y humedad en la incubacién y las
caracteristicas de las enmiendas organicas tuvieron efectos sobre la actividad de las
enzimas relacionadas con la dindmica de C. Por ejemplo, los tratamientos con un bajo
contenido de C labil (control y biocarbdn) presentaron aumentos significativos en la BG, y
se atribuye a que los microorganismos estan invirtiendo energia en la produccién de esta
enzima con el objetivo de obtener una fuente de carbono labil (Moreno et al., 2017). Por
otro lado, los tratamientos que si presentan un carbono labil (composta y mezcla)
mantuvieron los mismos valores de BG con respecto al tiempo y menores con respecto al
control, posiblemente debido a que en estos tratamientos el C dejo de ser un recurso
limitante por la presencia de la composta, ocasionando que los microorganismos no

aumentaran la actividad de ésta enzima (Alvarenga et al., 2008).

En relacion con la PFO, la cual degrada el C estable o recalcitrante se encontré un aumento
significativo en los tratamientos con adicion de composta y biocarbon al final de la
incubacidn, y sus valores son casi dos veces mayores con respecto al control y a la mezcla.
Estos resultados eran de esperarse en el caso del tratamiento con biocarb6n debido a que se
constituye principalmente por compuestos recalcitrantes (Lehmann et al., 2010), pero en el
caso del tratamiento con composta el aumento en la PFO aunado a su baja produccion de
BG indica que posiblemente el material original con el que se fabricé la composta (residuos
de jardineria de la CDMX) contenga compuestos de cadena larga y compleja (Fialho et al.,
2010) que ocasionan que los microorganismos inviertan su energia en la produccion de esta

enzima.

En el caso de la DHG no se observaron efectos por la incubacion, sin embargo, esta enzima
fue mayor en los tratamientos con adicion de composta con relacion al control, lo que nos
indica que la adicion de este tipo de enmienda proporciona compuestos que permiten el
mantenimiento y la actividad de los microorganismos. Cabe mencionar que hay muchos

estudios donde se evalla la DHG en suelos contaminados con jales mineros remediados
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con adicion de composta y se reportan aumentos significativos de la enzima derivada de la
estimulacion de la actividad microbiana (de Mora et al., 2004; Alvarenga et al., 2008;
Varennes et al., 2010: y Kohler et al., 2014).

Los resultados obtenidos de la actividad enziméatica muestran que la produccion de las
enzimas responde a 3 principales factores: a las caracteristicas de las enmiendas organicas
(es decir, si son labiles o recalcitrantes), a los efectos del cambio de condiciones de
temperatura y humedad durante la incubacion y a las condiciones de estrés por falta de

nutrientes.
8.1.3. Cambio metabdlico de la comunidad microbiana.

El valor del gCO, en todos los tratamientos con enmiendas organicas fue significativamente
menor al control, mismo que fue reportado por Vinhal et al. (2010) y por Paz et al. (2012).
Estos valores indican que la adicion de enmiendas organicas contribuyd a disminuir el
estrés de los microrganismos al usar la fuente de C adicionada para aumentar su biomasa
microbiana y no solamente para mantener su actividad metabdlica. La adicion inicial de
enmiendas organicas tuvo un efecto inmediato en la disminucion de la actividad enzimatica
especifica de la fosfatasa (AEE FOS), lo cual sugiere que disminuyo el estrés por falta de P
en el tratamiento mezcla, ya que presentd valores menores con respecto al tratamiento
control. ElI mismo efecto se observd al final de la incubacion en los tratamientos con
enmiendas organicas. Esto indica que en el control, el estrés por falta de P se mantuvo a
pesar del mejoramiento en las condiciones de temperatura y humedad, y que solamente se
redujo con la adicion de enmiendas organicas, ya que éstas promueven la disminucién en la

secrecién de FOS y al mismo tiempo promueven el aumento de la biomasa microbiana.

Los tratamientos que carecen de C labil (control y biocarbon) fueron los que presentaron
aumentos al final de la incubacién en los valores de la AEE BG y la AEE PFO
respectivamente y en relacion a los demas tratamientos. Lo anterior indica que estos
tratamientos presentan mayores condiciones de estrés ya que los microorganismos estan

invirtiendo su energia en la secrecion de las enzimas y no en el aumento de su biomasa.
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Lo anterior refleja el compromiso de los microorganismos entre utilizar los recursos para
aumentar su biomasa e invertir energia en la busqueda de los mismos (figura 35). Esto es
evidente en el aumento de los valores de la AEE en los tratamientos con condiciones de
estrés (control y biocarbdn) por la falta de P y C labil en comparacién con los tratamientos

con condiciones favorables en cuanto a disponibilidad de nutrientes (composta y mezcla).

a.Control (Jal) b.Enmiendas organicas c. Enmiendas organica
(incubacién)
] 25°C y 80% de
Humedad
3 meses
1 disponibilidad de C I disponibilidad de C
J actividad microbiana D actividad microbiana

Inversion de energia en Inversion de energia en
la busqueda de recursos aumento de biomasa

Deficiencia de C

\J actividad microbiana
Inversion de energia en
la basquedade recursos

Cambio metabdlico de la
comunidad microbiana

Figura 35. Modelo general de los efectos de la adicion de enmiendas organicas y de la incubacién sobre la
actividad microbiana en jales mineros. a. tratamiento control en el tiempo cero, b. tratamientos con adicion de
enmiendas organicas sin incubar y c. tratamientos con adicion de enmiendas organicas y sometidos a
incubacion. El grosor de los cuadros indica aumento. Cg,=Carbono proveniente de las enmiendas organicas.

8.2. Efecto sobre la actividad microbiana por el establecimiento de plantas en jales
mineros.

8.2.1. Inmovilizacion de C y actividad enzimatica.

Se ha observado que los exudados y las raices muertas de las plantas son una fuente de C
labil que tiene efectos sobre la actividad microbiana al permitir el crecimiento y
mantenimiento de los microorganismos (Grayston, Vaughan y Jones, 1997; Caldwell,
2005). Esta incorporacion de materia organica por medio de las raices de las plantas
favorece la actividad de los microorganismos, y en suelos degradados y limitados por
carbono podria favorecer la disponibilidad de nutrientes (Meier et al., 2017), ademas de que
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puede promover un proceso de retroalimentacion positiva que asegure el establecimiento de

nuevos individuos y la sobrevivencia de las plantas.

En nuestro caso se observé que la presencia de la planta aumentd > 9 veces la actividad de
la FOS, lo que de acuerdo a la literatura se sugiere que puede deberse a dos principales
razones: 1) las plantas también son capaces de secretar esta enzima para obtener P del
medio, razén por la cual los valores aumentan ya que se suma la secrecion de la FOS por
parte de los microorganismos y por parte de la planta (Tarafdar y Jungk, 1987; Tarafdar y
Claassen, 1988), y 2) el sistema presenta una deficiencia de P que se refleja en el aumento

en la secrecion de FOS por los microorganismos y/o por las plantas (figura 36).

Por otra parte, la presencia de la planta disminuyd los valores de PFO, mientras que la
secrecion de BG se mantuvo sin cambios. Esto Gltimo, junto con el aumento en los valores
de biomasa microbiana indica que la planta esta funcionando como una fuente de C labil (a
través de sus exudados, ver figura 36) que no necesita ser escindido por la secrecion de BG
y PFO, y que los microorganismos estan usando este C disponible para aumentar su
biomasa (Meier et al., 2017). También se observaron aumentos no significativos de la
DHG, sin embargo, a pesar de que en esta variable el valor de p fue de 0.09 consideramos
que el aumento fue significativo, es decir, que la planta si tiene un efecto en la actividad de

los microorganismos, y que el efecto no fue claro por la cantidad de muestras analizadas.

En correspondencia con la hipétesis 3), podemos decir que la presencia de una planta en los
jales mineros tiene efectos en la secrecion de enzimas como la FOS y que es una fuente de
C 1abil que permite a los microorganismos aumentar su biomasa sin tener que aumentar la

inversion de energia en la produccién de enzimas (figura 36).
8.2.2. Cambio metabolico de la comunidad microbiana.

La presencia de la planta en el tratamiento control tiene efectos en el uso eficiente del C
disponible, ya que se observan disminuciones significativas en los valores de AEE BG y
AEE PFO, valores que reflejan que los microorganismos estan invirtiendo su energia en la
inmovilizacion del C en la biomasa microbiana y no estan invirtiendo energia en la

secrecién de enzimas en busqueda de recursos, ya que son proporcionados por la planta a
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través de sus exudados (figura 36) (Raiesi y Beheshti, 2014; Meier et al., 2017). Por otro
lado, los valores de AEE DHG aparentemente se mantuvieron sin cambios, indicando que
la inversién de energia en la actividad metabdlica (respiracion) de los microorganismos no
fue modificada por la presencia de la planta, sin embargo, esto resulta ser incierto ya que
los valores de DHG y biomasa microbiana aumentaron de forma proporcional, razén por la
cual al momento de realizar el cociente, los valores de la AEE DHG no fueron diferentes, lo

cual no reflej6 el verdadero cambio metabdlico de la comunidad microbiana.

Los valores de AEE FOS aumentaron de forma significativa en presencia de la planta
debido a que la secrecion de FOS es mucho mayor en relacion a la biomasa microbiana.
Estos valores indican condiciones de estrés por falta de P en el medio, razon por la cual los
microorganismos Y las plantas tienen que invertir su energia en la secrecion de FOS. Lo
anterior puede ser confirmado a través de la determinacion del P total, organico e
inorganico presente en el medio los cuales no fueron determinados en el presente trabajo,

pero abre una nueva pregunta para trabajos futuros.

/™ Biomasa microbiana

™ Optimizacion del Caisponible

/N Establecimiento
y mantenimiento de
la planta.

Figura 36. Modelo de los efectos de la planta sobre la actividad microbiana en jales mineros.
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8.3. Efecto de la adicién de enmiendas organicas y del establecimiento de una planta

sobre la actividad microbiana en jales mineros.
8.3.1. Inmovilizacion de C.

La presencia de la planta tuvo efectos positivos en la inmovilizacion de C en los
tratamientos con adicion de enmiendas organicas, especialmente en los que se adicion6
composta. Estos tratamientos en ausencia de planta son los que presentan los valores méas
altos de biomasa microbiana con respecto al control, y su valor aumenta > 2.5 veces con la
presencia de la planta, indicando que tanto la composta como los exudados de la planta son
una fuente de C labil que los microorganismos pueden usar para aumentar su biomasa. En
el caso del tratamiento con adicion de biocarbon la presencia de la planta promovid el
aumento de la biomasa (> 3 veces) pero su valor fue menor en comparacién con los
tratamientos con adicion de composta (figura 37), esto atribuido a que se compone de

sustancias estables o recalcitrantes que son dificiles de asimilar para los microorganismos.

a.Sin planta

Figura 37. Modelo de inmovilizacion de C en los tratamientos a. con ausencia y b. con presencia de la planta.

El tamafio de los circulos representa la concentracion (ug C g1) de C inmovilizado en biomasa microbiana.
Cen=Carbono proveniente de las enmiendas orgénicas, Cg,=Carbono proveniente de los exudados de las
plantas. Las letras representan los tratamientos: J= Jal, C=Composta, B=Biocarbén y M= Mezcla.
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8.3.2. Actividad enzimatica.

La produccion de BG no presentd cambios significativos los tratamientos comparando la
ausencia de planta con su presencia, sin embargo, el tratamiento con biocarb6n y con
presencia de planta fue el que presentd los valores mas bajos con respecto al control,
atribuido a que este tratamiento se compone de sustancias recalcitrantes que no pueden ser
degradas por la BG y a que la planta provee de C labil que no necesita ser escindido por
esta enzima (por tanto, los microorganismos no invierten energia en su sintesis). Varennes
et al. (2010) y Alvarenga et al. (2014) analizaron los efectos de la adicion de composta en
suelos contaminados con residuos mineros sobre la actividad microbiana y en el
crecimiento de una planta. Ambos autores reportan aumentos significativos de la BG en
presencia de la planta (Dactylis glomerata y Agrostis tenuis respectivamente), algo que

nosotros no encontramos.

En ausencia de planta los tratamientos con adicion de composta y biocarbdn presentaron los
valores mas altos de PFO y en estos mismos tratamientos la presencia de la planta no tuvo
efecto en la secrecion de esta enzima. Lo contrario sucedi6 en el tratamiento mezcla, en el
que la PFO aumenté > 7 veces llegando a valores muy parecidos al tratamiento con adicion

de composta.

El tratamiento con adicién de biocarbdn y en ausencia de planta fue el que presentd los
valores mas bajos de FOS, sugiriendo que la adicion del biocarbén provee de una fuente de
P que disminuye la necesidad de secrecion de FOS por parte de los microorganismos. Por
otro lado, se observd que la presencia de la planta tuvo un gran efecto en la produccion de
esta enzima, ya que los valores aumentaron casi un orden de magnitud (>10 veces) en todos
los tratamientos, lo que coincide con Varennes et al. (2010), ya que también reporta
aumentos significativos de FOS en presencia de la planta. Esto se debe a que la planta es
capaz de secretar FOS y a que el sistema presenta una deficiencia de P que se refleja en una
mayor secrecion de esta enzima por parte de la planta y de los microorganismos (Tarafdar y
Jungk, 1987; Tarafdar y Claassen, 1988).

En los tratamientos sin planta, la adicion de enmiendas organicas no tiene un efecto en la

actividad de los microorganismos, ya que no se observan cambios en la enzima DHG. Lo
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anterior cambia si se introduce una planta, ya que la actividad aumenta drasticamente en
todos los tratamientos con enmiendas organicas y los valores mas altos se presentan en el
orden siguiente: Composta>Biocarbon>Mezcla (con respecto al control), lo que indica que
las enmiendas organicas (especialmente la composta) y la planta funcionan como una
fuente de recursos que permiten mantener la actividad de los microorganismos, lo cual

coincide con la hipdtesis 3) y 4).
8.3.3. Cambio metabdlico de la comunidad microbiana.

En el tratamiento sin planta las condiciones de estrés que se observan en el control,
reflejadas en altos valores de AEE BG son disminuidas por la adicion de enmiendas
organicas ya que los valores disminuyen un 15, 4 y >7 veces en C, B y M respectivamente.
Sin embargo, en estos mismos tratamientos y en presencia de la planta los valores de AEE
BG se mantienen sin cambios, es decir, que la planta no tiene efectos en la optimizacion de
la energia relacionada con el uso del carbono disponible. Por el contrario, la planta si tiene
efectos en el tratamiento control ya que disminuye las condiciones de estrés al funcionar
como una fuente de carbono Iabil que puede ser asimilado e inmovilizado en la biomasa de

los microorganismos.

En el caso de la AEE FOS, en ausencia de la planta todos los tratamientos presentan las
mismas condiciones de estrés a pesar de la adicion de enmiendas organicas, es decir, que
estas ultimas no modifican la optimizacidn de energia por parte de los microorganismos en
la busqueda de P. En estos mismos tratamientos la planta no mejora las condiciones de
estrés ya que los valores de AEE FOS se mantienen sin cambios, sin embargo, cabe resaltar

que presentan valores de un orden de magnitud menores con respecto al control.

En los tratamientos sin planta el tratamiento con adicion de biocarbdn presenta los valores
mas altos de AEE PFO, indicando que los microorganismos estan invirtiendo su energia en
la secrecion de PFO con el objetivo de romper las moléculas complejas de las que se
compone el biocarbén. En este mismo tratamiento la presencia de la planta disminuye
significativamente el estrés por la busqueda de C ya que se observan disminuciones en los
valores de AEE PFO, esto debido a que la planta funciona como una fuente de C que no
necesita la secrecion de PFO. Por otro lado, en los demés tratamientos los valores se
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mantienen sin cambios, indicando que en estos tratamientos la planta no tiene un efecto en

la optimizacion de energia.

En el caso de la AEE DHG la adicion de enmiendas organicas no promueve un cambio
metabdlico en la optimizacion de energia ya que los valores no son diferentes del control.
Por otro lado, con la introduccion de una planta se observa que en los tratamientos con
adicion de composta y biocarbén los valores aumentan de forma significativa indicando que
los microorganismos estan invirtiendo mas energia en procesos metabolicos basicos

(respiracion) y no tanto en procesos que incrementen su biomasa.

De forma general se observa que la adicion de enmiendas organicas promueve la actividad
microbiana, pero que la presencia de la planta intensifica esta actividad al proveer de otra
fuente de nutrientes, sin embargo, no genera un gran cambio en la inversion de energia por

parte de los microorganismos (figura 38).

a.Control (Jal) b.Enmiendas organicas c. Enmiendas organicas

&

+ planta

9

Cambio metabélico de la
comunidad microbiana

Figura 38. Modelo general de los efectos de la adicién de enmiendas organicas y de la presencia de la planta
sobre la actividad microbiana en jales mineros. a. tratamiento control, b. tratamientos con adicién de
enmiendas organicas y sin planta y c. tratamientos con adicion de enmiendas organicas con planta. EI grosor
de los cuadros indica aumento. Cg,=Carbono proveniente de las enmiendas organicas, Cg,=Carbono
proveniente de los exudados y raices muertas de la planta.
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9. CONCLUSIONES

Con base en las preguntas de investigacion y en los resultados obtenidos en el presente

trabajo se obtuvieron las siguientes conclusiones:

1)

2)

3)

Los procesos de mineralizacion e inmovilizacion de C son dependientes de la
adicion de enmiendas organicas con compuestos de C labiles como lo composta.
Los jales mineros con adicién de enmiendas organicas en mejores condiciones de
temperatura y humedad promueven la actividad enzimatica y al mismo tiempo
disminuyen las condiciones de estrés al funcionar como una fuente de C, lo cual
ocasiond un cambio metabdlico en la comunidad microbiana al permitir que los
microorganismos invirtieran su energia en el aumento de biomasa y no es la
busqueda de recursos.

La presencia de la planta en el tratamiento control tiene un efecto positivo en la
actividad microbiana al funcionar como una fuente de C labil a través de sus
exudados. No obstante, la adicion de enmiendas orgénicas en presencia de la planta
intensifico la actividad microbiana en el orden siguiente:

Composta>Mezcla>Biocarbon.

Finalmente se concluye que en la adicion de biocarbon pirolizado a altas temperaturas

no es una buena opcidn para promover la actividad microbiana en estos jales mineros

debido a su composicion recalcitrante ya que presentd valores bajos de biomasa

microbiana y similitudes con el tratamiento control en indicadores relacionados con la

dinamica de C, como la mineralizacién y actividad de la enzima B-glucosidasa. Por el

contrario, la adicion de composta en conjunto con la siembra del pasto es el escenario

mas conveniente para promover la actividad microbiana en los jales mineros, lo cual

podria favorecer la estabilizacion de los mismos.
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11. ANEXO

Tabla 11. Medias (+ error estandar) de las variables indicadoras de actividad microbiana.

Tinicial Exp. en microcosmos EXxp. en mesocosmos
Variables
J c B M 3 c B M J c B M
c-co, 596 946 548 749
(HgC g 7.4) (©.78) (7.40) (118)
19.7 9.10 9.12 8.20
qC0; (3.70) (0.45) (L14) (119)
BG (umol 0.08 0.05 0.04 0.07 0.18 0.04 0.09 0.07 0.16 0.11 0.05 0.12
ghY) (0.01) (0.01) (0.01) (0.02) (0.02) (0.01) (©.01) (0.01) (0.05) (0.04) (0.01) (0.06)
FOS (umol 0.25 0.14 0.13 0.10 0.16 0.09 0.05 0.10 1.48 0.83 051 0.84
g thY (0.02) (©.01) (0.02) (0.02) (0.06) (0.01) (©.01) (0.01) (0.02) (0.06) (0.05) ©0.11)
PFO (umol 0.15 0.01 0.09 0.06 0.13 0.34 0.36 0.06 0.06 0.37 0.17 0.34
Iyt (0.04) (0.02) ©02) | <001 | (02 (0.08) (0.03) (0.03) (©0.01) (0.13) (©.07) (0.09)
DHG (ug 197 484 174 5.23 367 8.15 5.50 8.11 6.58 46.9 39.0 208
TPEg dY) | (0.41) (1.93) (0.42) (1.86) (0.92) (L51) (1.23) (1.14) (1.22) (3.40) (3.39) @.78)
Conic (G C 56.5 50.0 416 57.8 345 105 63.0 98.1 797 263 197 274
9 (8.83) (13.8) (3.74) (6.05) (5.80) (4.88) (6.47) (12.2) (18.4) (3L6) (35.3) (13.1)
Affnsle 0.002 0.001 0.001 0.001 0.006 0.0004 0.002 0.001 0.002 0.0005 0.0002 0.0005
LBl | <000n) | (c0.001) | (<0.001) | (<0.001) | (0.001) | (<0.0001) | (<0001) | (<0.001) | (<0.001) | (<00001) | (<00001) | (<0.0001)
AfEmFO?S 0.005 0.003 0.003 0.002 0.004 0.001 0.001 0.001 0.023 0.003 0.003 0.003
LMl | (<000 | (00 | (<0.001) | (<0.001) | (0.001) | (<0.001) | (<0001 | (<0.001) | (0005 | (<0.001) | (<0.001) | (<0.001)
AfEr:;FIO 0.003 0.002 0.002 0.001 0.004 0.003 0.006 0.001 0.001 0.002 0.001 0.001
Lol | (<0001 | (<0001) | (<0001) | (<0001) | (<0001) | (<0.00) | (@001) | (<0.00) | (<0.001) | (<0.001) | (<0.001) | (<0.001)
(AEEEFH% 0.04 0.09 0.04 0.09 013 0.08 0.09 0.09 0.10 0.19 0.23 0.08
s (0.01) (0.03) (0.01) (0.03) (0.05) (0.01) (0.02) (0.02) (0.03) (0.02) (0.05) (0.01)




	Portada 
	Índice

	Resumen 

	1. Introducción 

	2. Marco Teórico 

	3. Justificación   

	4. Preguntas de Investigación y Objetivos  

	5. Hipótesis   

	6. Metodología  

	7. Resultados   

	8. Discusión  

	9. Conclusiones   

	10. Referencias 

	11. Anexo  

