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RESUMEN

El abandono de la mineria es un tema que ha pasado inadvertido en el debate nacional desde
mediados del siglo XX, asi como en su normatividad. El presente estudio evalla la situacion
socio-ambiental en San Jer6nimo Taviche, Oaxaca, México, donde empresas trasnacionales
generaron grandes volimenes de jales. Se identifican, ademas, los mecanismos por los cuales
algunos microorganismos nativos, asociados a especies vegetales también nativas, son
capaces de reducir los contenidos o la actividad de metales toxicos en los jales de mineria.
Para evaluar el ambiente, se analizaron 10 muestras de cuerpos de agua y 13 muestras de
suelo, en las que, por espectrofotometria de absorcién atémica, se cuantifico el nivel de
concentracion de los metales toxicos totales: Cadmio (Cd), Cobre (Cu), Mercurio (Hg),
Plomo (Pb) y Zinc (Zn). Para evaluar el aspecto social se realizaron entrevistas
semiestructuradas a los mineros, alumnos de la telesecundaria y médicos del centro de salud,
donde se registraron las condiciones laborales, los procesos de extraccion de los metales de
interés y las enfermedades mas comunes en los mineros. Se reporta que existen
concentraciones de Pb, Hg, Cd, Cu, y Zn que sobrepasan los limites establecidos por la
normatividad mexicana vigente. Las entrevistas muestran que las personas no conocen los
riesgos ante el problema de la contaminacion proveniente de los jales. Para realizar una
propuesta de biorremediacion de los jales mineros, se identificaron rizobacterias asociadas a
la rizosfera de plantas que lograron colonizar los jales: Acacia pennatula, Ipomoea violacea,
Bouteloua dimorpha, Nicotiana glauca, Aloe vera, Agave angustifolia y Barkleyanthus
salicifolius. Para la identificacion de las rizobacterias se utilizé el marcador 16s rRNA. Se
determino la ubicacion taxonomica de las rizobacterias identificadas en cinco géneros por
secuenciacion parcial del fragmento ARNr 16S: Bacillus, Pseudomonas, Brevibacterium,
Curtobacterium y Anthrobacter. Las secuencias fueron comparadas en la base de datos
NCBI. Para determinar la especie se utilizd el programa Mega 7.0 a partir de los sitios
variables de las secuencias. Las secuencias fueron cortadas y alineadas, se infirio su filogenia
con el método Maximum likelihood con un bootstrap con 500 réplicas. Las rizobacterias
fueron inoculada a N. glauca e Indigofera conzattii en un sustrato compuesto por jal y
lombricomposta. Para determinar el efecto de las cepas en ambas plantas, se colecto tejido
vegetal aéreo (tallo y hojas), tejido radical y sustrato para obtener concentraciones totales de
Pby Arsénico (As) por espectrometria de emision dptica de plasma acoplado inductivamente.
En las muestras de sustrato se midio también su fraccion extraible con DTPA. Se demuestra
que las rizobacterias si tienen efectos sobre estas variables. Ademas, I. conzattii demostro ser
estabilizadora de Pb en el sustrato, a diferencia de N. glauca, que tiende a translocar el Pb
hacia la parte aérea. Siguiendo la misma metodologia, se evaluaron seis especies vegetales
que colonizaron los jales: N. glauca, I. conzatii, Bidens odorata, Dyssodia decipiens,
Cynodon dactylon y Salvia amarissima, y se inocularon con consorcios de seis especies de
rizobacterias y con siete hongos de micorriza arbuscular (HMA). En todas las variables de
crecimiento de las seis plantas se observa un claro efecto de los microorganismos
rizosféricos. La especie C. dactylon inoculada con el consorcio de HMA es la que mejor
estabiliza el Pb en el sustrato. La inoculacidn con rizobacterias genera la mayor biomasa en
N. glauca, la mayor absorcion de Pb del sustrato, y en consorcio con HMA reduce
drasticamente la biodisponibilidad del Pb.

Palabras clave: jales, San Jerénimo Taviche, plomo, hongos de micorriza arbuscular,
rizobacterias



ABSTRACT

Abandonment mining is an issue that has been unnoticed in the national debate since the mid-
twentieth century, as well as in its normativity. This study evaluated the socio-environmental
situation in San Jeronimo Taviche, Oaxaca, Mexico, where transnational companies
generated large volumes of mine tailings. Also, we identify the mechanisms by which some
native microorganisms associated with native plant species, are able to reduce the contents
or activity of toxic metals in the mining tailings. To evaluate the environment, 10 samples of
water bodies and 13 soil samples were analyzed, in which, by atomic absorption
spectrophotometry, the concentration level of the total toxic metals was quantified: Cadmium
(Cd), Copper (Cu), Mercury (Hg), Lead (Pb) and Zinc (Zn). Social aspect was evaluated with
semi-structured interviews are presented to the miners, students of telesecundaria and
physicians of the health center, where the working conditions, extraction processes of the
metals of interest and the most common diseases in the miners are recorded. It is reported
that there are concentrations of Pb, Hg, Cd, Cu, and Zn that exceed the limits established by
the Mexican regulations in force. The interviews show that people do not know the risks
when faced with the problem of pollution from the tailings. To make a bioremediation
proposal for the mine tailings, rhizobacteria were identified in the rhizosphere of some plants
that may colonize the tailings: Acacia pennatula, Ipomoea violacea, Bouteloua dimorpha,
Nicotiana glauca, Aloe vera, Agave angustifolia y Barkleyanthus salicifolius. For the
identification of rhizobacteria, the 16s rRNA marker was used. The rhizobacteria were
identified in five genera by partial sequencing of the 16S rRNA fragment: Bacillus,
Pseudomonas, Brevibacterium, Curtobacterium and Anthrobacter. The sequences were
compared in the NCBI database. To determine the species, the Mega 7.0 software was used
from the variable sites of the sequences. Sequences were cut and aligned, their phylogeny
was inferred with the Maximum likehood method with a bootstrap of 500 replics.
Rhizobacterias were inoculated to N. glauca and Indigofera conzattii in a substrate composed
of tailing and vermicompost. In order to determine the effect of the strains in both plants,
aerial tissue, radical tissue and substrate were analized to obtain the totals of Pb and Arsenic
(As) by optical emission spectrometry of inductively coupled plasma. In the substrate
samples, its extractable fraction with DTPA was also measured. It is shown that rhizobacteria
do have effects on these variables. In addition, 1. conzattii proved to be a stabilizer of Pb in
the substrate, unlike N. glauca, which tends to translocate Pb towards the aerial part.
Following the same methodology, six plant species that colonize the tailings were evaluated:
N. glauca, I. conzatii, Bidens odorata, Dyssodia decipiens, Cynodon dactylon and Salvia
amarissima, and were inoculated with consortia of six rhizobacteria and seven fungi of
arbuscular mycorrhiza (AMF). In all the growth variables of the six plants a clear effect of
the rhizospheric microorganisms is observed. The species C. dactylon inoculated with the
consortium of AMF is the best treatment thar stabilizes the Pb in the substrate. Inoculation
with rhizobacteria generates the highest biomass in N. glauca, the highest absorption of Pb
from the substrate and, in the consortium with AMF drastically reduces the bioavailability of
Pb.

Keywords: minw tailings, San Jeronimo Taviche, lead, arbuscular mycorrhizal fungi,
rhizobacteria
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INTRODUCCION

En los Gltimos 200 afos, la actividad minera mexicana ha sido un factor de desarrollo
econdmico (Gaytan y Benita 2014). Oaxaca cuenta con depdsitos de minerales de interés
economico. El porfiriato (1870-1910) impulsé la modernizacion de los procesos de mineria
y la introduccion del Ferrocarril Mexicano del Sur, lo que generd un gran auge en el distrito
de Ocotlan (Chassen 1986). A partir del afio 1905, San Jerénimo Taviche, poblacion ubicada
en el Valle de Ocotlan, present6 la mayor actividad minera, promovida por el establecimiento
de la compafila American Smelting and Refining Company (ASARCO). Sin embargo,
ASARCO cerré operaciones a principios del siglo XX por las caracteristicas fisicas del suelo,

que hacian incosteable su procesamiento (Sanchez 1993).

La actividad minera generd jales: residuos de la separacion mineral, que a menudo contienen
metales téxicos (As, Cd, Cu, Pb, Hg, Cr, Se y Zn). La disposicién inadecuada de estos
residuos ocasiona enfermedades a los habitantes de las poblaciones en donde se encuentran
(Ramos-Arrollo et al. 2004), contaminacidn de cuerpos de agua e intoxicacion de la fauna
silvestre (Utgikat et al. 2002). También se caracterizan por provocar poca o nula vegetacion
(Puga et al. 2006), ya que ocasionan bajo o nulo contenido de materia organica, valores

extremos de pH, bajos niveles de nutrientes y baja agregacion del suelo (Danielson 1991).

Los tratamientos fisicoquimicos y biolégicos pueden mitigar los dafios generados por los
jales. Los primeros generan residuos, que deben tratarse nuevamente (VVolke-Sepulveda et al.
2002). Los segundos utilizan organismos vivos que no ocasionan efectos secundarios en el
ambiente, técnicas conocidas globalmente como biorremediacién. La técnica de
fitorremediacion consiste en el empleo de plantas. La exitosa descontaminacion de suelos

contaminados con metales toxicos requiere de plantas capaces de concentrar metales toxicos
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del 1 al 2% de su biomasa. Estas concentraciones matarian a plantas no acumuladoras. En
contraste, las plantas hiperacumuladoras toleran grandes concentraciones de metales, tal es
el caso de Pteris vittata, que llega a almacenar 22,630 mg Kg™ de As en sus tejidos (Narula

et al. 2012).

Sin embargo, la eficacia de la fitorremediacion es influida por la concentracion de los metales
y por la actividad de los microorganismos de la rizosfera (Khan 2005). La interaccién planta
y microorganismo rizosférico ocasiona la transformacion, movilizacion, solubilizacién y
precipitacion de los metales tdxicos (Narula et al. 2012). Por tal motivo, es indispensable
identificar los mecanismos por los cuales algunos microorganismos nativos, asociados a
especies vegetales también nativas, son capaces de reducir los contenidos o la actividad de

metales toxicos en jales de mineria.
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LA ACTIVIDAD MINERA DEL SIGLO XX EN EL VALLE DE OAXACA:
RIESGOS DE SALUD PUBLICA DE HOY

INTRODUCCION

En México, las actividades de mineria han adquirido una amplia relevancia en el debate
nacional. Por una parte, se destaca su contribucion al aumento del Producto Interno Bruto,
en la inversion extranjera directa (Guevara 2016). También, se ha apreciado el alto potencial
de México como exportador de minerales, pero con un alto costo socioambiental (Delgado

2010). Asimismo, se destacan avances en materia legislativa y regulatoria (INECC 2016).

En contraparte, otros autores se han enfocado en analizar el tema de la generacion de
conflictos distributivos, tanto economicos como socioambientales (Composto 2012, Azamar
y Ponce 2015). En este sentido, por ejemplo, enfatizan la importancia de nuevos derechos
(humanos y de pueblos indigenas) como mecanismos de la sociedad para definir la
pertinencia o no de proyectos mineros en sus territorios. El estado de Oaxaca no ha sido la
excepcion en este debate. Dada su riqueza mineral y su alta diversidad biologica y cultural,
el tema ha sido intensamente discutido. El proyecto minero de Capuldlpam de Méndez en la
region Sierra Norte, y el de San Joseé del Progreso en la region Valles Centrales, son dos casos
ampliamente analizados y discutidos del debate estatal (Sigienza 1996, Fuente y Barkin

2013, Azamar y Ponce 2014).

El analisis (politico y académico) realizado sobre el papel de la mineria presenta un
contrasentido. Por un lado, existe una amplia discusién sobre las implicaciones (positivas y
negativas) del desarrollo de la industria minera del siglo XXI; por otro lado, las implicaciones
y riesgo para la salud de la actividad minera abandonada en el siglo XX esta ausente en el

debate nacional y estatal. Hay evidencias de la existencia de reservorios de residuos de
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mineria (jales) a lo largo de la Republica Mexicana, pero no existen mecanismos juridicos ni
estudios que valoren esta situacion como potenciales generadores de riesgo. En este sentido,
se propone abrir una linea de investigacion que permita generar un mayor conocimiento sobre
la relacion entre un problema de contaminacién heredado del siglo pasado (XX) a las
generaciones presentes y futuras (XXI). Los estudios de Martin y Gutiérrez (2010)
proporcionan antecedentes relevantes en esta exploracion al sefialar que las técnicas de
flotacion y cianuracion para extraer grandes cantidades de metales preciosos han sido las

causantes de la generacion de enormes volimenes de jales.

Como se puede evidenciar, se trata de un tema relevante no solo desde el punto de vista
académico, sino y sobre todo de politica publica. No es un estudio histérico-académico
orientado hacia evaluacion retrospectiva del impacto que tuvo la actividad minera del siglo
pasado; es un asunto preventivo de salud publica y ambiental. Especificamente de identificar
los riesgos a la salud para las generaciones presentes y futuras de los habitantes de
comunidades que albergaron la actividad minera. Concretamente, de la exposicion de los
habitantes a la presencia y dispersion de metales pesados en los llamados jales como
reservorios de residuos industriales. Desde el punto de vista de politica publica y ambiental
se evidencia la necesidad de contar con informacidén empirica de problemas de contaminacion
sui generis (los jales) como insumos para desarrollar e incluir nuevos principios ambientales
en los instrumentos juridicos. El referente empirico se desarrolla en la poblacion de San

Jerénimo Taviche, ubicada en la region de los Valles Centrales del estado de Oaxaca.

A partir del analisis de la situacion local, se propone una interrogante desde el ambito de las
responsabilidades publicas: ¢quién es responsable de atender este problema de

contaminacién? La falta de atencion a este asunto de salud publica puede considerarse
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juridicamente como una violacién a los derechos humanos conforme al articulo cuarto de la
Constitucién mexicana, en el que explicitamente se indica la responsabilidad del Estado para

mantener un ambiente saludable.

El abordaje metodoldgico tiene un caracter interdisciplinario. Abarca tanto aspectos de tipo
técnico para identificar los contenidos en metales pesados en los jales, y en el suelo y agua
en contacto con ellos, como de tipo social, en el que se exploran algunos componentes
sociodemograficos. Estos temas se exponen desde tres ejes de andlisis: en el primero se
proporcionan algunos antecedentes del sector minero en el periodo del inicio de la época
colonial hasta mediados del siglo XX; en el segundo eje se hace una descripcion técnica del
potencial de contaminante de los jales, y su relacion con el tema de los riesgos a la salud; en
el tercer, se realiza una descripcion del referente empirico (San Jeronimo Taviche) y su
actividad minera durante el siglo XX. Finalmente se formula una hipotesis de trabajo sobre
el potencial riesgo a la salud de los habitantes de la poblacion (pasado, presente y futuro) de
los jales ubicados en su territorio. El objetivo de esta investigacion es conocer el metal méas
toxico en los jales de la poblacion de San Jerénimo Taviche, y como han contaminado
cuerpos de agua y suelos aledafios a estos, identificando las concentraciones de metales
toxicos de estos sitios. Ademas, conocer la actual legislacion mexicana de los jales para

atender esta problematica.

CONTEXTO

Antecedentes histdricos de la actividad minera en Oaxaca y en Taviche

El territorio oaxaquefio, y la regidn de los Valles Centrales en particular, posee una amplia
riqueza de recursos mineros, principalmente se extraen oro y plata, de acuerdo al Sistema
Integral de Administracién Minera (SIAM 2015). Por ello, la historia y situacién actual de la
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entidad no pueden comprenderse de una forma amplia sin la inclusion del anlisis del papel
de la mineria. Desde la época prehispéanica, los zapotecas cribaban el fondo arenoso de sus
arroyos para extraer minerales preciosos; mientras que en la colonia son frecuentes las
resefias en las que se destacan la importancia de los Valles de Oaxaca en las encomiendas de
oro y los descubrimientos de grandes yacimientos de plata (Sigiienza 1996). En esta historia
del desarrollo minero, la poblacion de San Jerénimo Taviche es emblematica, con una alta

importancia durante el siglo XX en la extraccién de oro y plata (Sanchez 1993).

En los inicios de la explotacién minera colonial en San Jeronimo Taviche, la extraccion de
minerales, asi como la posesion de los medios de produccion, estuvieron bajo control de la
monarquia espafiola. Se establecio una poblacion creciente de zapotecas, donde los hombres
y menores de edad trabajaban en las minas. A raiz de la actividad minera, y sin una fundacion
formal, se establece la poblacion de San Jeronimo Taviche, probablemente en el afio 1600.
Para finales del siglo XIX se consolidé un nuevo sistema de econdmico en la poblacién, se
introduce la primera empresa de capital estadounidense: American Smelting and Refining
Company (ASARCO). Los mineros que en esa época laboraron en las minas fueron
principalmente zapotecas. Casi al finalizar el siglo XIX, el presidente Porfirio Diaz introduce
el Ferrocarril Mexicano del Sur, que comunicd a la capital de la Republica con la ciudad de
Oaxaca, derivando desde esta Gltima un ramal dirigido expresamente a San Jerénimo
Taviche, con la finalidad de hacer mas &gil y costeable el transporte de los minerales

extraidos (Siguenza 1996).

Los registros de las condiciones laborales son escasos, en su mayoria son relatos. Algunos
mineros gue trabajaron en ASARCO fueron los padres y abuelos de los mineros que, durante

la primera mitad del siglo XX, trabajaron en las empresas Minerales de Taviche y Minerales
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de Oaxaca, ambas con capital canadiense. En todas estas empresas, las condiciones laborales

eran precarias

Los jales como reservorios de metales pesado

En México, la industria minera ha removido grandes cantidades de rocas que han sido
pulverizadas para la extraccion de oro y plata por medio de procesos como la cianuracion,
que fue uno de los procesos de extraccién mas utilizado (Salinas et al. 2004). En dicho
proceso se combinan la oxidacion a presion y el anion cianuro (Parga y Carrillo 1996). La
gran maquinaria minera gener0 una enorme cantidad de jales, residuos de la separacion
mineral, que a menudo contienen metales pesados (As, Cd, Hg, Mn, Cu, Pb, y Zn) que se

dispersan con una gran facilidad en el ambiente (Teodoro 2014).

Metales pesados e impacto para la salud

Los metales pesados son un potencial riesgo para la salud. Ocasionan un estrés oxidativo por
la generacion de peroxido de hidrogeno y radicales libres que desencadenan mutaciones del
ADN vy alteran las estructuras de carbohidratos, proteinas y lipidos (Xu et al. 2008). Algunos

de los metales pesados mas toxicos son Pb y Hg.

Recientemente, Bjorklund et al. (2017) reportan que las especies mono-metiladas del As son
potentes inductores de lesiones bioquimicas que, por su toxicidad y su potencial, pueden
causar cancer de piel, pulmén, higado y rifion. En el mismo sentido, Ordofiez et al. (2003)
evaluaron a 750 nifios de Ciudad Juarez (Chihuahua, México) que residian cerca de una
fundicién en EI Paso, Texas. Los nifios que habitaban a menos de una milla de la fundicién
presentaron una media de 38.66 g/100 ml de Pb en sangre, a diferencia de los que habitaban

una distancia de 6.1 a 8 millas, con una media de 27.71 ug/100 ml de Pb en sangre. En
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muestras de suelo de la poblacién de Morales en el estado de San Luis Potosi (México),
Carrizales et al. (2006) registraron que el 90 % de las muestras tuvieron valores mayores a
400 mg/kg de Pb y a 100 mg/kg de As; pero ademas mostraron sus impactos en la poblacion
infantil de la siguiente forma: el grupo de nifios entre 3y 6 afios fueron los méas vulnerables,
al reportar que el 90 % de ellos presentan una concentracién mayor de 10 pg/dl de Pb en
sangre; mientras que los nifios de 8 y 9 afios presentaron la mayor exposicion al As, con una
media de 80 pg/g de creatinina urinaria. Peters et al. (2014) han mostrado que la
concentracion de creatinina urinaria esta positivamente asociada con el porcentaje del acido
dimetilarsinico (C2H7AsOz) y negativamente asociado con As inorganico excretados en

orina.

Diversos autores han destacado los riesgos de salud por presencia de metales pesados.
Canfield et al. (2003) destaca un asunto epidemioldgico relevante: los nifios son los mas
susceptibles al Pb, los deterioros neurolégicos comienzan a partir de 10 pg/dl de Pb en sangre.
En el mismo sentido, Needleman (2004) identifica que cuando el Pb supera los 60 ug/dl, los
nifios manifiestan sintomas como dolores abdominales, artralgia y encefalopatias. EI Pb se
fija en la superficie de la membrana celular, donde la permeabilidad y el transporte activo de
la membrana son alterados. Batool et al. (2017) son contundentes al afirmar que el Pb tiene

la capacidad de interactuar con las proteinas al imitar las funciones del Ca.

Los niveles normales de Hg en la sangre rara vez superan los 1.5 mg/dl (Graeme y Pollack
1998). Sin embargo, estudios epidemioldgicos en las Islas Feroe han mostrado que se genera
un desarrollo neurolégico deficiente luego de la exposicién a largo plazo de pequefias
cantidades de metilmercurio (Grandjean et al. 1997). Genchi et al. (2017) mencionan que

tienen efecto para alterar la funcion mitocondrial, disminuyen la sintesis de ATP, reducen el
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glutation y aumentan la peroxidacion de fosfolipidos, proteinas y ADN. Sus efectos se

relacionan con la generacion de enfermedades cardiacas y cerebrales.

Definicion de riesgo y la importancia del principio precautorio

La evaluacion del riesgo es un instrumento que identifica las posibles consecuencias
negativas de algin evento (Alfie 2007). A menudo, las investigaciones no llegan a concluir
algun tipo de riesgo. EIl principio precautorio indica que no necesariamente deben existir
pruebas concluyentes sobre dafios potenciales para establecer la normatividad necesaria para

prevenir riesgos perjudiciales (Cozar 2001).

MATERIALES Y METODOS

El lugar de estudio es el municipio de San Jerénimo Taviche, pertenece al distrito de Ocotlan,
en el estado de Oaxaca, México. Se encuentra aproximadamente a 46 km al sur de la ciudad
de Oaxaca, en las coordenadas 16° 42' 48.7" N, 96° 35' 39.5" O, con una altitud media de
1700 msnm.

Técnica. Estudios de contenido de metales pesados

Las muestras compuestas de suelo y jales se extrajeron de una profundidad de 0-15 cm. Para
obtener las muestras de agua se hizo una excavacion hasta una profundidad de 30 cm en el
caudal del arroyo para acumular el agua (Fig. 1). A las muestras se les agregd acido nitrico

y se refrigeraron a 4 °C hasta su analisis.

Las muestras de suelo y jal se secaron a 95 °C hasta peso constante. Para determinar el
contenido total de metales pesados (CTMP) se utilizé 0.5 g de suelo (tamizado a 2 mm) y se
realizd la digestion en mezcla de acido nitrico, peroxido de hidrogeno y agua

(HNO3:H202:H,0 3:2:10) durante 30 minutos en autoclave a 15 psi. El filtrado se enrazé a
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50 ml (Moreno 2010). Para la fraccion extraible con acido Dietilentriaminopentaacético
(DTPA), desarrollado por Lindsay y Norvell (1978), se utilizaron 10 g (jal y suelo) y 10 ml
(agua) de muestra por 20 ml de DTPA (0.005 M DTPA, 0.1 M trietanolamina y 0.01 M
cloruro de calcio, con pH de 7.3). Para las muestras de agua se siguieron las indicaciones de

la NOM-001-SEMARNAT-1996 (SEMARNAT 1996).

Tanto las muestras como los blancos se analizaron por triplicado. Las lecturas de metales

pesados se realizaron por espectrofotometria de absorcion atomica (Perkin EImer AAmalyst).

Se cuantificaron Cd, Cu, Hg, Pby Zn.

756200 756400 756600

1849150

1849000

Tipo de muestra
@®  Muestra de agua
A Muestra de suelo
Muestra de agua y suelo

i

756200 756400 756600

FIGURA 1. LOCALIZACION DE LOS SITIOS DE MUESTREO EN EL MUNICIPIO DE
SAN JERONIMO TAVICHE, OAXACA, MEXICO.
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Aspectos Sociales

Se realizaron entrevistas semiestructuradas a dos grupos sociales en la poblacién: a todos los
mineros sobrevivientes que trabajaron en la empresa Minerales de Taviche (siete personas),
y a 51 estudiantes de la telesecundaria de San Jeronimo Taviche. Para estos ultimos, el
cuestionario trato de dar a conocer su percepcion sobre la probleméatica ambiental de su
comunidad en general, y en particular sobre los jales. Fue relevante indagar dos asuntos sobre

los jales: su contacto en la infancia y los problemas de salud que mas los aquejan.

Ademas, se visito el centro de salud para conocer sobre las enfermedades de los habitantes.
La finalidad no fue generalizar los problemas de salud de poblacion, sino tener un panorama

similar a un estudio de linea de base.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Los resultados de la investigacion proporcionan una aproximacion a la problematica salud-

ambiental asociada a los jales que se presentan en San Jeronimo Taviche.

Los mineros recuerdan de una manera clara una mayor incidencia de problemas respiratorios
en las personas dedicadas a la extraccion. Solo un pequefio grupo de mineros sobrevive
actualmente en la poblacién, con edades entre los 60 a los 72 afios (promedio = 68 afios;
desviacion estandar = 5.04). Relatan que estuvieron expuestos directa e indirectamente a Hg,
Pb, Cianuro (CN-) y As, y describen la situacién laboral en las empresas que recuerdan
personalmente o por relatos de sus abuelos y padres (Cuadro I). La mayor problematica de
salud relatada es la relacionada con las vias respiratorias. Perforaban las rocas protegidos
Gnicamente con un paliacate para cubrir las vias respiratorias, por consiguiente, inhalaban

cristales de silice por largos periodos de tiempo. La inhalacion constante de estos cristales
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ocasiona silicosis, para diagnosticarla es suficiente con conocer la historia laboral de

exposicion al silice cristalina (Rees y Murray 2007). Es una enfermedad pulmonar que puede

desencadenar cancer pulmonar, problemas renales y tuberculosis (Martinez et al. 2010).

CUADRO |. CONDICIONES DE LA MINERIA EN SAN JERONIMO TAVICHE

DESCRITA POR SUS MINEROS.

Empresa Periodo Minerales que Condiciones Enfermedades
aproximado explotaban laborales
ASARCO 1900-1910 Se  desconoce No tenian Problemas
qué se extraia ninguna medida respiratorios
porque toda la de  seguridad,
roca era utilizaban
transportada en guaraches  de
ferrocarril a las tres correas v,
instalaciones de para protegerse
ASARCO en las vias
Monterrey. respiratorias,
utilizaban ~ un
paliacate.
Minerales de 1950a1962 Oro, plata y Contaban con La piel se les
Taviche plomo guaraches  de tornaba de color
tres correas, un amarillo, tosian
paliacate y una mucho,
lampara de vomitaban
carburo. sangre y a las
pocas semanas
fallecian.
Minerales de 1965a1993 Oroy plata Les Problemas
Oaxaca proporcionaban  respiratorios
ampara de
baterias, casco
de plastico,

botas y guantes

A partir de la década de los 50°s del siglo XX, la empresa canadiense Minerales de Taviche
generd dos jales a cielo abierto en la poblacion, antes de la publicacién de la Ley Minera de

1992 y de la NOM-141-SEMARNAT-2003 (SEMARNAT 2003), donde se establece por
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primera vez el marco normativo de la concesion del aprovechamiento minero y de la

planeacion y ejecucion de las presas de jales, respectivamente.

CUADRO Il. CONCENTRACIONES DE METALES PESADOS EN JALES Y SUELO
DE ZONAS CIRCUNDANTES CON CTMP

Muestra Cadmio  Cobre Mercurio Plomo Zinc
(mgkg?) (mgkg?) (mgkg") (mgkg?)  (mgkg™)

A 0 15.929 0 735.278* 16.922
Al 0 0.622 0 2.544 6.338
A2 0 10.163 59.086*  2628.506* 46.982
A3 0 7.164 0.035 864.564* 105.574
A4 0 2.262 0 155.238 25.206
B 0 5.881 0 161.385 33.759
Bl 0 1.187 0 0 8.419
B2 0 1.148 0 2.196 8.353
B3 0.772 4.304 0 20.825 6.338
B4 0.284 2.838 0 0 203.222
B5 0.117 2.25 0 0 238.143
B6 0 2.098 0 0 175.747
B7 0.073 2.206 0 0 125.197

*. valores que sobrepasan la concentracion de referencia total de la NOM-147-
SEMARNAT/SSA1-2004

Son muchas las localidades que tienen jales depositados de manera incontrolada en México.
Romero et al. (2008) reportan las concentraciones de metales pesados en las regiones de
Santa Barbara, Chihuahua; Zimapan, Hidalgo; Taxco de Alarcén, Guerrero. Llegaron a
encontrar hasta 6669 mg/kg de Pb en Santa Barbara. San Jeronimo Taviche presenta la misma
problematica. Los dos jales mencionados tienen un pH menor a 6 (Teodoro 2014). El pH es

el responsable de las reacciones de hidrolisis de los cationes ocasionando una alta movilidad
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de los metales (Ramos-Gémez et al. 2012). Con un pH bajo se incrementa la adsorcion de

los iones metélicos en la superficie de los minerales, y a un pH alto disminuye. En ambos

jales, Teodoro (2014) encontrd porcentajes bajos de materia orgénica (<1.3), componente

que regula la adsorcion de iones metalicos (Warren y Haack 2001). La descomposicién de

materia organica es el principal impulsor del carbono organico disuelto y la movilidad del

metal en el suelo. La movilizacion del cobre depende del carbono organico disuelto, mientras

que la movilizacién del zinc depende principalmente del calcio y en menor medida del

carbono organico disuelto (Zhao et al. 2007).

CUADRO Ill. CONCENTRACIONES DE METALES PESADOS EN JALES Y SUELO

DE ZONAS CIRCUNDANTES CON DTPA

Muestra Cadmio  Cobre Mercurio Plomo Zinc
(mgkg™) (mgkg?) (mgkg") (mgkg™) (mg kg™)

A ®N/D 0.112 0 N/D 6.495
Al N/D 0.236 0 0.730 0.682
A2 N/D 5.340 0 776.506* 49.016
A3 N/D 4.433 0 402.332* 13.182
A4 N/D 1.227 0 452.941* 3.114

B N/D N/D 0 79.939 6.284
Bl N/D N/D 0 6.522 3.169
B2 N/D N/D 0 7.483 3.169
B3 2.562 1.244 0 8.005 357.330
B4 1.658 1.728 0 4.800 222.715
B5 1.359 0.881 0 6.667 111.716
B6 0.685 1.504 0 6.478 95.264
B7 0.665 1.541 0 6.619 95.264

*. valores que sobrepasan la concentracion de referencia total de la NOM-147-
SEMARNAT/SSA1-2004

& valores no determinados, porque no se alcanza el limite inferior de deteccién
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En los cuadros 11 y 111 se reportan concentraciones de Pb y Hg que sobrepasan la referencia
total de la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 (SEMARNAT 2004) en los jales y los
diferentes sitios de muestreo de suelo (Fig. 1). El sitio A2 presento la mayor concentracion
de Hg y Pb. El jal B y los sitios de muestreo aledafios no muestran contaminacién por Hg.
En la muestra A2, la concentracién total de Pb fue 29.23 % mayor a la que se reporta en
estudios realizados en los jales de Zimapan, Hidalgo (Romero et al. 2008).

CUADRO IV. CONCENTRACION DE METALES PESADOS EN CUERPOS DE AGUA

Muestra Cadmio Cobre Plomo Zinc
(mgL?) (mgL") (mgL?') (mgL™)

Primaria 0 0.027 0.725*  0.576
Tanque O 0.004 0.725*  0.504

Al 0 0.004 0.725*  0.084

A3 0.033 0.117 2.207*  6.127

Ad 0 0.004 0.725*  0.066

Bl 0 0.207 0.59* 1.604

B2 4509*  10.323* 0.456 1112.286*
B5 0.16 0.681 0.281 60.426*
B6 0.541*  0.979 0.281 27.063*
B7 0 0.245 0.281 12.603*

*: valores que sobrepasan la concentracion de referencia total de la NOM-001-SEMARNAT-
1996

No existe una correlacion de las concentraciones de los metales pesados entre los sitios de
muestreo y los jales. Puga et al. (2006) encontraron que no siempre existe esa homogeneidad
en la relacion de profundidad, distancia y concentracion de los metales pesados. Ya que los
jales al carecer de materia organica no proporcionan una retencion de los metales pesados,
éstos se infiltran a los cuerpos de agua con mayor facilidad. Simon et al. (1999) afirman que
la infiltracion de los metales pesados generalmente tiende a disminuir entre 10 y 30 cm de

profundidad en el suelo.
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CUADRO V. PRINCIPALES ENFERMEDADES REPORTADAS EN EL CENTRO DE
SALUD DE SAN JERONIMO TAVICHE

Enfermedad Posibles causas

Diarrea Con exposiciones prolongadas de plomo, aparecen sintomas
gastrointestinales como diarrea’.

Problemas  La exposicion al plomo puede causar en los nifios problemas de
auditivos aprendizaje y sordera?.

Cefaleas En concentraciones de 40 a 120 pg/DI, el plomo puede causar cefaleas?.

Microcefalia EI metil mercurio por su liposolubilida atraviesa con facilidad la barrera
placentaria, y hay riesgo de que el feto presente microcefalia
3

1. Ramirez, 2005, 2: Poma 2008, 2: Ibrahim et al. 2006

Para corroborar si los metales pesados son transportados a las zonas de acuiferos de la
poblacion, se realizaron anélisis de agua en los arroyos que se encuentran cercanos a los jales
(Fig. 1). El jal B contamino el agua y suelo del arroyo aledafio con cadmio, cobre y zinc en
mayor medida que el jal A. Sin embargo, el jal A contamino mas el agua y suelo del arroyo
con Pb (Cuadro 1V). En los estados de Puebla y Veracruz, Mancilla-Villa et al. (2012)
reportan algunos valores mayores a los limites maximos permisibles para Pb, Cd y Hg en
agua utilizada para riego. Las concentraciones promedio de los metales respectivos fueron
0.008, 0.01 y 0.005 mg/l. Las concentraciones de estos metales en los cuerpos de agua de
Taviche son mayores (Cuadro 1V). Esta diferencia se debe a la contaminacion recibida desde

los jales depositados de forma incontrolada en la comunidad.

La contaminacion de las corrientes de agua por los jales ha generado un impacto negativo en
el ambiente y en la salud de la poblacién, como ya ha sucedido en otros estados de México
(Moreno et al. 2012, Ortiz-Ortiz et al. 2017). Esto se ve reflejado en el porcentaje de hijos
fallecidos de las mujeres de 15 a 49 afos. A nivel nacional el porcentaje es de 2.7, sin

embargo, San Jerénimo Taviche presenta un porcentaje del 4.3 (INEGI 2015). El Centro de
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Salud de la comunidad informa que las enfermedades que a menudo aquejan a la comunidad
(Cuadro V). Son problemas estomacales y dolores de cabeza que se presenta en época de
lluvias. La poblacion consume agua directamente de las tomas domiciliarias y comunales,
agua que no recibe tratamientos previos de ningln tipo. Es preocupante debido a que el
tanque de agua estad contaminado con Pb (Cuadro 1V). La intoxicacion cronica de Pb no

presenta sintomas especificos, lo que complica un diagndstico preciso (Beigel et al. 1998).

Los resultados de la percepcién de los jovenes muestran que sélo el 4 % percibe a los jales
como el principal problema ambiental en su comunidad. Asimismo, el 11.32 % de los
estudiantes perciben otro tipo de problemas, como la pérdida de la diversidad biologica y la
contaminacion del agua. Perciben que los cuerpos de agua que presentan problemas de
contaminacion son los rios que colindan con los jales. Sorprende que el 34 % identifique a
los jales como un atractivo turistico. EI 67 % admite que ha jugado en los jales. Esto indica
el desconocimiento de la problematica por parte de la poblacion y de la escasa informacion
existente. Los alumnos presentan una alta tasa de ausencias a clases a causa de enfermedades.
El 27 % menciona que a menudo presenta problemas estomacales, de ellos, 79 % bebe el
agua directamente de las tomas publicas o domiciliarias. Las enfermedades respiratorias son

las mas recurrentes, con un 75 % de incidencia.

No es intencion en estas encuestas encontrar una relacion directa entre la concentracion de
metales pesados en los jales y problemas de salud. Un estudio de tal naturaleza requiere la
aprobacion de las autoridades correspondientes y de la poblacion para realizar una serie de
actividades metodoldgicas; entre ellas analisis de sangre. El propdsito es iniciar un banco de
datos que permitan servir como un estudio de linea de base. Un punto relevante que arroja la

encuesta es el alto nivel de desinformacion de la comunidad. Sin embargo, la carencia de

28



datos epidemiolégicos no deberia impedir la aplicacion de ciertas medidas precautorias que
eviten riesgos a la salud de la poblacion. Las investigaciones de riesgo deben incluirse en la

politica publica y la toma de decisiones.

En la Legislacion Ambiental Mexicana se contemplan algunos instrumentos que promueven
la prevencion de impactos al ambiente. Para la autorizacion de las concesiones mineras, el
articulo 43 de la ley minera sefiala que la concesién serd suspendida cuando: “Pongan en
peligro la vida o integridad fisica de los trabajadores o de los miembros de la comunidad.”;
“Causen o puedan causar dafio a bienes de interés publico, afectos a un servicio publico o de
propiedad privada”. La sociedad tiene ahora los instrumentos politicos y normativos para
declinar cualquier concesion minera, pero no existen antecedentes sobre normas ambientales
para las actividades mineras abandonadas del periodo historico citado. Otro asunto mas
grave: no existen disposiciones normativas para monitoreo, y en su caso, para la aplicacion
de acciones de mitigacion y remediacion de actividades mineras pasadas. Esto genera una
pregunta ética: ¢de quién es la responsabilidad de dar seguimiento a este riesgo ambiental y

de salud?

Por altimo, habrad que sefialar que de acuerdo a los datos de la SIAM (2015), la empresa
minera canadiense Arco Resources Corp tiene la concesion minera en el territorio de San

Jerdnimo Taviche, y esta actualmente en fase de exploracion.

CONCLUSIONES

El Pb es el metal pesado con mayor presencia en las muestras de suelo y agua. Sus valores
exceden la normatividad mexicana. La ingesta de este metal pesado por los pobladores

representa el principal riesgo.
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El desarrollo del presente trabajo posibilité identificar uno de los principales riesgos en la
comunidad. Sin embargo, la actual legislacién minera mexicana ha justificado la asignacién
de concesiones desde una perspectiva de desarrollo sustentable que consiste en la
preservacion del equilibrio ecoldgico, proteccién del ambiente y aprovechamiento de
recursos naturales (DOF 2015). El estudio identifica un area débil en materia de politica
ambiental y del papel del Estado por promover un ambiente sano: los jales de las minas
abandonadas. Al otorgar una concesion, se confia que el desarrollo tecnoldgico reducira los
dafios hacia el ambiente. Sin embargo, no existe la legislacion que promueva la remediacion
de la contaminacion provocado por empresas mineras que extrajeron los minerales y ya no

poseen la concesion.

La investigacion presenta algunas limitaciones, ya que no profundiza en andlisis clinicos en
los habitantes. No obstante, esta investigacion es un acercamiento para entender como los
jales contaminan y la percepcion de la poblacion. Es necesario continuar con monitoreos y
diagnosticos para generar conciencia, y colocar la problematica en la agenda puablica con

caracter de urgencia
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RIZOBACTERIAS NATIVAS DE JALES MINEROS CONTAMINADOS CON
PLOMO. CAPACIDAD DE PROMOCION DEL CRECIMIENTO VEGETAL Y
POTENCIAL PARA LA REMEDIACION, ASOCIADAS A DOS ESPECIES
VEGETALES NATIVAS

INTRODUCCION

La presencia en el ambiente de metales toxicos se ha convertido en un grave problema de
contaminacién debido a su toxicidad, persistencia y bioacumulacion (Fu et al. 2014). Esta
contaminacién se debe principalmente a actividades antropogénicas, de manera relevante la

mineria (Tang et al. 2014).

Cuando los metales toxicos son diseminados en el ambiente, se acumulan en los organismos
con los que estan en contacto (Skaldina et al. 2018). Los jales mineros a menudo presentan
altas concentraciones de metales toxicos, bajos niveles de nutrientes y particulas finas (<2

um) que dificultan o impiden la colonizacion de las plantas (Ginocchio et al. 2017).

San Jeronimo Taviche fue, hasta principios de la década de 1990, una comunidad minera que
se localiza en Oaxaca, México. Las empresas mineras explotaban principalmente oro y plata.
Se generaron tres jales con una superficie total de 18,160.3 m2. Uno de los jales presenta altas
concentraciones de Pb que sobrepasan la NOM-147-SEMARNAT (Teodoro 2014). Uno de
los efectos inmediato del Pb hacia las plantas es la inhibicién del desarrollo de las raices
(Leal-Alvarado et al. 2016). En las células vegetales, el Pb ocasiona la generacion de especies
reactivas de oxigeno como super oxidos (0?) y peroxido de hidrogeno (H202) (Liu et al.
2010). EI Pb posee una gran facilidad de interaccionar con proteinas, lo que ocasiona que
altere las enzimas, sitios estructurales y el transporte celular. Ademas, desplaza cationes

esenciales que provoca desequilibrios en la nutricion vegetal (Sharma y Dietz 2009).
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Existen estrategias de fitorremediacién donde las plantas remueven, transfieren o estabilizan
los metales toxicos. Sin embargo, es necesario que las plantas logren acumular del 1 al 2 %
del metal toxico de su biomasa. No obstante, la estabilizacion del metal toxico esté limitado
por la capacidad de las plantas para extraer y tolerar solo una cantidad finita de los metales
(Narula et al. 2012). Estas plantas suelen albergar, en su rizosfera, bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR) que contribuyen al establecimiento de plantas en sitios
contaminados con metales tdxicos, asi como acumular y/o transformar los metales en formas
menos toxicas (Wani et al. 2008). Las PGPR de los jales mineros en San Jerénimo Taviche
se han estado adaptando a las condiciones que generan los metales toxicos por mas 70 afios,

lo que hace que sean potencialmente Gtiles en la biorremediacion de los sitios.

Navarro-Noya et al. (2010) realizo estudios de metagenomica de rizobacterias en jales
mineros de Zacatecas, México, y encontraron siete Phyla. Gupta et al. (2017) reportan 11
Phyla en jales de Malanjkhand, India. Sibanda et al. (2019) reportan 11 Phyla en jales de
Roodepoort, Sudéafrica. Sin embargo, la gran mayoria de estos filotipos bacterianos no son
cultivables, lo que limita su potencial uso para la remediacion. Existen otros trabajos que
identificaron rizobacterias cultivables asociadas a la rizosfera de plantas que han colonizado
jales y suelos contaminados con metales toxicos. En general se han detectado cuatro Phyla:
Actinobacteria, Proteobacteria, Firmicutes y Bacteroides (Dell’ Amico et al. 2005, Yu et al.

2014, Belimov et al. 2005).

El objetivo de este trabajo es el aislamiento y caracterizacion taxonémica, utilizando el
marcador 16s rRNA, y funcional, de PGPR asociadas a especies vegetales que han logrado

colonizar espontaneamente jales de mineria en San Jeronimo Taviche, y determinar el efecto
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de la inoculacion de algunas de estas cepas sobre el crecimiento y acumulacion de Pb de

Nicotiana glauca y Indigofera conzattii,

MATERIALES Y METODOS

Muestreo

En dos jales de San Jeronimo Taviche, denominados jal 1 y jal 2, se recolectaron muestras
rizosféricas de siete especies vegetales reportadas con capacidades de tolerar altas
concentraciones de metales toxicos. Por las caracteristicas fisicoquimicas del jal, existe un
bajo nUmero de plantas de cada especie, generalmente estan aisladas. Con ayuda de una pala,
se excavo a lado de cada planta hasta encontrar la raiz. Las muestras se colocaron en bolsas
de polietileno de primer uso rotuladas, posteriormente se transportaron al laboratorio para
almacenarlas a 4°C. En el jal 1 (16°42'30.4"N 96°35'39.2"W), se recolectaron muestras de
Acacia pennatula, Ipomoea violacea, Bouteloua dimorpha y Nicotiana glauca. En el jal 2
(16°42'36.1"N 96°35'48.4"W), se recolectaron muestras de: Aloe vera, Agave angustifolia 'y

Barkleyanthus salicifolius.

Caracteristicas del sustrato

El pH de los dos jales se determind utilizando un electrodo de vidrio en una suspension

jal:agua 1:2.5 (p/v) con cinco repeticiones. Para el contenido de materia organica se siguieron

las indicaciones de la NOM-021-SEMARNAT-2000 (SEMARNAT 2002).

Aislamiento de las rizobacterias

Las muestras homogeneizadas de jal rizosférico se suspendieron en una solucion salina

isotonica (NaCl al 0.9%) para hacer diluciones decimales en serie y sembrar en el medio
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Luria-Bertuni: 10 g triptona, 5 g extracto de levadura, 5 g NaCl. A partir de la dilucién 10
se plaguearon las rizobacterias, se incubaron por 24 horas a 28°C. Las colonias bacterianas

se agruparon de acuerdo con la morfologia y tincién de Gram.

Extraccion de ADN

Para extraer el ADN gendmico se utilizo el protocolo de fenol-cloroformo (Nicholson et al.
2001), a partir de células incubadas por 24 horas en medio Tryptic Soy Broth (TSB):
hidrolizado pancreético de caseina 17.0 g, hidrolizado pancreético de harina de soya 3.0 g,
dextrosa 2.5 g, cloruro de sodio 5.0, fosfato dipotasico 2.5 g. EI ADN extraido se lavé con
etanol al 70%, se seco y se resuspendio en TE para cuantificar una concentracion mayor a

250 ng/ul.

La amplificacién del marcador 16S se llevo acabo con los cebadores 27F (5-AGA GGT TTG
ATC CTG GTC AG-3") y R1494 (5-TAC GGR TAC CTT GTT ACG AC-3"). La mezcla de
la reaccion se compone de 2 pl de ADN, buffer de reaccion a una concentracion final de 1X,
dNTPs a 0.2 mM (Invitrogen, CA, USA), MgCl; a 2.5 mM, DMSO a 0.5% (v/v), cada
cebador oligonucleotidico a 0.2 uM y 1 unidad de ADN Taq polimerasa (QIAGEN, NH,
USA). La PCR se realizd con un termociclador T100 (Bio-Rad Laboratories, Inc.) de la
siguiente manera: una etapa inicial de desnaturalizacion a 94 °C durante 5 minutos, seguido
de 25 ciclos térmicos (30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 59.7 °C y 1 minuto a 72 °C) y una
Gltima etapa a 72 °C durante 7 minutos. Se comprobo la calidad del producto de PCR en un

gel de agarosa al 1%.

Clonacion
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Para la clonacion se utilizo el vector pJET1.2/blunt y el kit de clonacion PCR CloneJET
(Thermo Scientific, MA, USA). Se siguieron las instrucciones de Thermo Scientific
CloneJET PCR Cloning Kit #K1232
(http://101.200.202.226/files/prod/manuals/201210/18/449454001.pdf) para los procesos de
ligacion, transformacion, anlisis de clonacién recombinante, clones recombinantes 16S, la
PCR y la extraccion de ADN plasmidico. La integridad del ADN plasmidico se verifico en
un gel de agarosa al 1%. La transformacion se logr6 usando células quimiocompetentes de
Escherichia coli DHSa. La secuenciacion se realiz6 en el Laboratorio Nacional de Gendmica

para la Biodiversidad (LANGEBIO) del CINVESTAYV Unidad Irapuato.

Analisis de las secuencias

Se realiz6 una busqueda en BLAST de NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) con el fin de
obtener las secuencias mas semejantes a los 37 aislamientos analizados. Para determinar la
especie se utilizo el programa Mega 7.0 (Tamura et al. 2013) a partir de los sitios variables
de las secuencias. Las secuencias fueron cortadas, alineadas y comparadas aproximadamente
con 20 secuencias parecidas a cada cepa con al menos 1100 pb de longitud. Posteriormente

se infirio su filogenia con el método Maximum likelihood, con un bootstrap de 500 réplicas.

Andlisis estadistico

Para determinar la similitud de las especies vegetales con respecto a las rizobacterias que
comparten, se generd una matriz con datos binarios (presencia o ausencia de las rizobacterias
en cada especie vegetal). Para ello, se utiliz6 el analisis clister con un coeficiente de similitud
de Jaccard, y fueron agrupados con el método Ward, corroborado con el analisis bootstrap

con 1,000 repeticiones, usando el programa NTSYS-PC v2.21 (Rohif 2002).
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Aislamientos resistentes al Pb y Hg

Se examino la resistencia de las cepas al Pb y Hg (Tabla 1). Se utiliz6 el medio propuesto
por Roane (1999), con la siguiente composicion: 0.5g de CsHsO-Nas (citrato de sodio), 0.1g
de MgSO4-7H20, 1.0g de (NH4)2SO4, 1.0g de CeH1206 (glucosa) y 0.1g de NasOioP3
(tripolifosfato de sodio), ajustado a un pH 6.0 con CgHs04K (ftalato acido de potasio). Este
pH evita la formacién de fosfato inorganico. El Pb se afiadio como Pb (NO3)2, y el Hg como

HgCly, a las concentraciones 0, 0.1, 0.3, 0.6, 1.2 y 2.5 mM.

Para cada especie de rizobacteria, y el consorcio que incluye las siete rizobacterias, se midié
la dindmica de crecimiento celular a diferentes concentraciones de Hg y Pb en el medio de
cultivo, utilizando la absorbancia a 800 um como medida indirecta de la densidad celular. Se
realizé una curva de calibracion relacionando el crecimiento celular y la densidad oOptica del
medio (Arciniega et al. 2017). La ecuacion de mejor ajuste sirvié para reportar el nimero de

unidades formadoras de colonias por unidad de volumen en el medio de cultivo liquido (UFC

mL7).

Curtobacterium citreum Yabs = 0.0012Xabsufc/mi + 0.0008aps
Bacillus pumilus Yabs = 0.0039Xaps/ufc/mi = 0.0006aps
Bacillus safensis Yabs = 0.0034Xabs/ufc/mi - 0.0015aps
Arthrobacter niigatensis Yabs = 0.0087Xapsiufc/mi = 0.0054aps
Brevibacterium frigoritolerans Yabs = 0.0018Xabsiufc/mi = 0.0004aps
Arthrobacter aurescens Yabs = 0.0039Xabs/ufe/mi + 0.0007 aps
Curtobacterium citreum Yabs = 0.0182Xaps/ufe/mi - 0.0076abs
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Consorcio Yabs = 0.0085Xabs/ufc/mi + 0.0026abs

Crecimiento de las plantas Nicotiana glauca y Indigofera conzattii

Las semillas de N. glauca e I. conzattii se colectaron en el jal 1, fueron desinfectadas con

hipoclorito de sodio al 5% por cinco minutos.

El sustrato base para el crecimiento de las plantas fue el material depositado en el jal 1. Se
trazaron dos parcelas de 100 m?, se tomaron aleatoriamente 25 submuestras de la capa

superior de 30 cm. Las 25 muestras se mezclaron para obtener un total de 160 kg.

Las plantas se establecieron el 15 de marzo del 2018. La unidad experimental fue una maceta
con 1.2 Kg de mezcla jal-lombricomposta en una proporcién 3:1. Después de la emergencia,
a cada plantula se le adicionaron 20 mL de cultivo liquido de la cepa correspondiente, con
una densidad celular estimada de 108 CFU/mL. Las macetas se colocaron en un invernadero,

aplicando riegos cada tercer dia, con agua corriente.

Disefio experimental y variables de respuesta

El disefio experimental fue completamente al azar, con tres repeticiones y con cinco
tratamientos. Tres de ellos consistieron en inocular las plantas con las cepas: A. niigatensis,
B. pumilus y C. citreum. El cuarto tratamiento consistié en un consorcio constituido por: B.
pumilus, B. safensis, A. niigatensis, Brevibacterium frigoritolerans, Arthrobacter aurescens
y C. citreum. El quinto tratamiento no recibi6 inoculacidn, se considerd el tratamiento testigo.
A los 70 dias después de la inoculacién se midid, de ambas especies, altura, namero de hojas,
peso seco de raiz, peso seco de la parte aérea y peso seco total. Ademas, se determind la

concentracion de los metales pesados del tejido vegetal aéreo (tallo + hojas), tejido radical y
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el sustrato de cada maceta. Las diferencias significativas de las medias de cada variable de
respuesta se determinaron mediante el analisis de varianza (ANAVA) y para crear intervalos
de confianza para todas las diferencias entre medias se utilizé la prueba de Tukey. Los datos

se analizaron con el paquete estadistico Infostat (Infostat 2002).

Determinacion de concentracion de los metales toxicos

El tejido vegetal se lavo con agua corriente y jabdn neutro, posteriormente con abundante
agua desionizada. Se secO a 40°C hasta peso constante y se moli6. Para determinar el
contenido total de metales toxicos se utilizo 0.5 g de planta y sustrato (tamizado a 150 pm),
y se realizo la digestion con 9 ml de HNOs, 2 ml de H2O2 y 1 ml de HCI (Gonzalez-Terreros
et al. 2018). El tejido vegetal se digiri6é a 180°C por una hora y media, en tanto que el sustrato
se digirié a 180°C por dos horas. Para la fraccion extraible con DTPA en sustrato se utilizaron
10 g de muestra. Se adicionaron 20 mL de extractante DTPA (0.005M DTPA, 0.1M
trietanolamina y 0.01M CaCl2, con pH de 7.3), se agité durante 2 h a 180 rpm, se filtré con
papel cuantitativo Ahlstrom® (Lindsay y Norvell 1978). Para control se realizaron tres

replicas por cada muestra.

El Pb y el As se midieron mediante el espectrometro de emision dptica de plasma acoplado

inductivamente (ICP-OES) marca Perkin Elmer modelo Optima series 7000 DV.

Factores de bioconcentracion y translocacion

Para estimar los valores de los factores de bioconcentracién (FBC) y de translocacion (FT)
se utilizaron los valores de concentracion de Pb en las partes area y radical, asi como en el
sustrato. ElI FT es el coeficiente de la concentracién del metal en la parte area entre la

concentracion en la raiz (Tu et al. 2003, Rizzi et al. 2004, Ruiz y Armienta 2012). Un FT
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mayor a uno indica que la planta transporta metales efectivamente desde la raiz hasta la parte
aerea (Baker y Brooks 1989). Las plantas con FT menor a uno pueden considerarse aptas
para la fitoestabilizacion, mientras que las plantas con un FT mayor a uno son mas adecuadas
para la recoleccion del metal, por la facilidad de cosechar la parte aérea (Abreu et al. 2008,
Prasad y Freitas 2003). EI FBC muestra la relacion entre el contenido de metal acumulado
en la planta y el disponible contenido en el suelo (Salt et al. 1995). Este se calcul6 dividiendo
la concentracion del Pb en la raiz entre la concentracion del Pb de la fraccion extraible con
DTPA en el sustrato. De acuerdo con Ma et al. (2001), el FBC se utiliza para clasificar las

plantas como acumuladoras (FBC> 1) o no acumuladoras (FBC <1).

RESULTADOS

Aislamiento y riqueza de PGPR

En el cuadro VI se reportan las PGPR’s identificadas con el marcador 16s. Las busquedas
en BLAST vy el analisis filogenético muestran que las 37 PGPR seleccionadas pertenecen a
cuatro géneros. El grupo genérico mas grande (21 PGPR) corresponde a Bacillus, mientras
que nueve cepas son de Arthrobacter, cinco de Curtobacterium y dos de Brevibacterium. El
analisis cluster revela dos grupos de plantas, de acuerdo a la similitud en la composicion de
las PGPR’s asociadas a ellas (Fig. 2). Cada grupo contiene plantas de jales distintos.
Bouteloua dimorpha y A. angustifolia son las que contiene la mayor riqueza de PGPR’s.
Caracteristicas del sustrato

El pH del jal 1 tiene un valor medio de 3.46, con una desviacion estandar de 0.21. En el jal 2
esta variable tiene un valor medio de 3.18, con una desviacion estandar de 0.12. En el jal 1

el contenido de materia organica es de 0.67%, y en el jal 2 no hay un valor detectable.
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Seleccién de PGPR

Los 37 aislados bacterianos fueron cultivados en medio con diferentes concentraciones de Pb
y Hg. Hay una relacion inversa entre la concentracion de los metales toxicos y el crecimiento
celular y el nimero de aislados que continta su crecimiento. De los 37 aislados originalmente
incluidos en la evaluacion, solo siete logran sobrevivir a una concentracion de 1 mM de Pb.
Solamente para las rizobacterias que lograron sobrevivir a este metal, se evalud su resistencia
a Hg. Sélo el 25.9% de estos aislados crecié en el medio suplementado con 0.3 mM de Pb y

Hg.

El Hg es, para estas rizobacterias, mas toxico que el Pb. Bacillus pumilus, C. citreum, A.

niigatensis y el Consorcio fueron las cepas con mayor resistencia (Fig. 3y 4).

Boutelova_diniorpha

Acacia_pennatula

Nicotiana_glauca

Aloe vera

Agave_angustifolia

Ipomoea violacea

Barkleyanthus_salicj)

0.33 0.45 0.57 0.68 0.80
Coefficient

FIGURA 2. DENDROGRAMA GENERADO POR EL METODO FLEXI DE RIZOSFERAS EN
RELACION CON RIZOBACTERIAS AISLADAS BASADO EN EL COEFICIENTE DE
SIMILITUD DE JACCARD, CON UN BOOTSTRAP DE 1,000 REPLICACIONES.
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CUADRO VI. MICROORGANISMOS IDENTIFICADOS CON EL MARCADOR 16S RRNA DE

JALES EN SAN JERONIMO TAVICHE

Cepa Especie Porcentaje de Planta donde fue aislado Ubicacion
similitud
Bdl Bacillus pumilus 97% Boutelova dimorpha Jal 1
Bd3 Curtobacterium flaccumfaciens ~ 97.30% Boutelova dimorpha Jal 1
Bd8 Bacillus weihenstephanensis 97% Boutelova dimorpha Jal 1
Bd9 Arthrobacter niigatensis 98.20% Boutelova dimorpha Jal 1
Bd10 Bacillus thuringiensis 97.20% Boutelova dimorpha Jal 1
Bd15 Bacillus pumilus 98.70% Boutelova dimorpha Jal 1
Bd16 Brevibacterium frigoritolerans 97.90% Boutelova dimorpha Jal 1
Apl8 Bacillus pumilus 97.50% Acacia pennatula Jal 1
Ap21 Bacillus safensis 97.50% Acacia pennatula Jal 1
Ap31 Bacillus thuringiensis 97.30% Acacia pennatula Jal 1
Ap33 Arthrobacter sp. 97.30% Acacia pennatula Jal 1
Ap34 Bacillus thuringiensis 97.50% Acacia pennatula Jal 1
Av37 Brevibacterium frigoritolerans 97.60% Aloe vera 5 Jal 2
Av4l Bacillus cereus 97.40% Aloe vera Jal 2
Av46 Arthrobacter sp. 96.50% Aloe vera Jal 2
Av49 Arthrobacter aurescens 97.20% Aloe vera Jal 2
Av53 Bacillus pumilus 97.80% Aloe vera Jal 2
Av54 Curtobacterium citreum 97.00% Aloe vera Jal 2
Aa55 Bacillus pumilus 97.90% Agave angustifolia Jal 2
Aa56 Bacillus toyonensis 97.50% Agave angustifolia Jal 2
Aa57 Arthrobacter aurescens 97.00% Agave angustifolia Jal 2
Aa60 Bacillus safensis 99.50% Agave angustifolia Jal 2
Aabl Arthrobacter nicotinovorans 97.70% Agave angustifolia Jal 2
Aab3 Curtobacterium citreum 97.90% Agave angustifolia Jal 2
Aab4 Bacillus pumilus 97.30% Ipomoea violacea Jal 1
Iv70 Bacillus toyonensis 97.60% Ipomoea violacea Jal 1
Iv7l Curtobacterium citreum 99.00% Ipomoea violacea Jal 1
V76 Bacillus wiedmannii 97.30% Ipomoea violacea Jal 1
Ob77 Arthrobacter niigatensis 98.70% Nicotiana glauca Jal 2
Ob80 Bacillus pumilus 97.90% Nicotiana glauca Jal 2
Ob81 Bacillus toyonensis 98.10% Nicotiana glauca Jal 2
Ob83 Arthrobacter sp. 92.00% Nicotiana glauca Jal 2
Ob85 Bacillus thuringiensis 86.25% Nicotiana glauca Jal 2
Bs87 Curtobacterium citreum 97.40% Barkleyanthus salicifolius Jal 2
Bs89 Bacillus sp. 86.63% Barkleyanthus salicifolius Jal 2
Bs90 Arthrobacter oxydans 75.48% Barkleyanthus salicifolius Jal 2
Bs94 Bacillus sp. 86.20% Barkleyanthus salicifolius Jal 2

46



Crecimiento de Nicotiana glauca e Indigofera conzattii

Nicotiana glauca e I. conzatti crecen mejor en el jal enmendado con composta. Las plantas
que se establecieron en el jal sin enmienda organica tienen un pobre crecimiento, su
produccion de biomasa no alcanz6 valores de 0.01 gramos de peso seco. Ambas especies

vegetales logran sobrevivir en todos los tratamientos. La variable altura, en ambas plantas,

70
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50 - T 1 0.3 mMol de Pb
I 0.6 mMol de Pb
1 1.2 mMol de Pb
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B. pumilus B. safensis A niigatensis  B. frigoritolerans  A. aurescens C. citreum Consorcio
Cepas

FIGURA 3. RESISTENCIA DE LAS CEPAS A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
Pb

presenta diferencias significativas a los tratamientos. En N. glauca con el consorcio se reporta
un valor superior del tratamiento control. En I. cozattii todos los tratamientos con inoculacion
de PGPR’s promueven valores de altura significativamente mayores que el control. En ambas
especies, no hay efecto significativo de las PGPR’s sobre la longitud de las raices. Para la

variable nimero de hojas, en N. glauca no hay efectos significativos de la inoculacion,
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mientras que en I. conzatti, solamente la inoculacion con el consorcio tiene valores similares
al del testigo. Con respecto al peso seco, ambas plantas presentan los mismos patrones

(Cuadros VIl y VIII).

Concentracion de metales téxicos

Solo se reporta arsénico en el sustrato en el que se inocularon las cepas B. pumilus y consocio

en ambas plantas, y en el testigo de N. glauca (n=15, Media=0.17, D.E.= 0.08). Los valores

de concentracién de Pb extraible con DTPA son mayores en el jal, mostrando claramente
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Cepas
FIGURA 4. RESISTENCIA DE RIZOBACTERIAS A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE Hg
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el efecto de todas las PGPR’s, ya que reducen la biodisponibilidad del Pb, a diferencia de las

concentraciones totales que no muestra un efecto claro (Cuadro X1y XI1).

Con respecto a las concentraciones de Pb en el tejido vegetal aéreo, en I. conzatti la
concentracion de Pb es significativamente diferente al testigo (p<0.006), en tanto que en N.
glauca no hay diferencia significativa. En esta Ultima especie, se observa el mismo
comportamiento en el tejido radical, mientras que en I. Conzattii si hay diferencias
significativas, con el tratamiento de inoculacion con la cepa C. citreum con el valor medio

de concentracién més alto (Cuadro IX y X).

CUADRO VII. CARACTERISTICAS DE N. glauca INOCULADO CON DIFERENTES CEPAS Y
CULTIVADAS EN JALES MINEROS ENMENDADOS CON LOMBRICOMPOSTA EN UN
INVERNADERO

Cepa® Altura (cm) Longitud de Numero de Peso Peso Peso total
raiz (g) hojas aéreo (g) raiz(g) (9)

B. pumilus 30.837a? 19.83a 9.67a 0.69a 0.46a 1.15a

Consorcio 40.83a 23.67 a 10.33 a 1.27 ab 0.8 ab 2.08 ab

Testigo 42.83 a 27 a 13.67 a 1.46 b 0.88ab 2.4ab

A. niigatensis  43.67 a 21.33a 14 a 1.93b 0.75ab 2.21ab

C.citreum 62.83 b 285a 15a 152b 1.07b 3D

P value <0.0009  <0.3243 <0.0431 <0.004 <0.0689 <0.0091

fMedia de 3 plantas (n = 3), 9Valores con la misma letra no son significativamente diferentes.

CUADRO VIII. CARACTERISTICAS DE I. conzattii INOCULADO CON DIFERENTES CEPAS
Y CULTIVADAS EN JALES MINEROS ENMENDADOS CON LOMBRICOMPOSTA EN UN
INVERNADERO

Cepa’ Altura Longitud de Numero de Peso Peso Peso total
(cm) raiz (g) hojas aéreo (g) raiz(g) (9)

B. pumilus 22.83"a% 37.83a 6.67 a 0.59a 0.37a 0.96a

Consorcio 30.67 b 44.67 a 9ab 1.16a 0.57ab 1.74ab

Testigo 33b 55a 11.33b 1.04 a 0.72ab 1l.76ab

A. niigatensis  35.33 b 41a 11.33b 1.7a 0.99b 2.69 ab

C.citreum 35.83b 33.33a 11.33b 1.75a 1.01b 275b

P value <0.0004  <0.5057 <0.0190 <0.0514 <0.0286 <0.0372

fMedia de 3 plantas (n = 3), 9Valores con la misma letra no son significativamente diferentes.
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Factores de translocacion y bioconcentracion

La habilidad de ambas plantas para translocar los metales hacia la parte aérea es baja, porque

ninguna tiene valores de FT superiores a 0.15. Es N. glauca la que tiene los valores

mas altos. Los FBC para ambas plantas son inferiores a 2.2, las plantas que fueron

tratadas con la cepa A. niigatensis tienen valor del coeficiente similares en ambas

plantas (Cuadro XII1).

CUADRO IX. CONCENTRACIONES DE Pb EN 1. conzattii INOCULADO CON DIFERENTES
CEPAS Y CULTIVADAS EN JALES MINEROS ENMENDADOS CON LOMBRICOMPOSTA

EN UN INVERNADERO

Cepa® Parte aérea Raiz

B. pumilus 0.67"a’ 14.36 a
Consorcio 0.91ab 20.73 ab
Testigo 0.98 ab 23.58 ab
A. niigatensis  1.32 bc 28.51 ab
C.citreum 1.74c 32.85ab
P value <0.0006 <0.023

fMedia de 3 plantas (n = 3), 9Valores con la misma letra no son significativamente diferentes.

CUADRO X. CONCENTRACIONES DE Pb EN N. glauca INOCULADO CON DIFERENTES
CEPAS Y CULTIVADAS EN JALES MINEROS ENMENDADOS CON LOMBRICOMPOSTA

EN UN INVERNADERO

Cepas’ Parte aérea Raiz

B. pumilus 0.84" a¢ 14.68 a
Consorcio 1.13a 14.24 4
Testigo 117 a 14.63 a
A. niigatensis 1.44 a 16.47 a
C.citreum 1.85a 14.59 a
P value <0.8021 <0.8912

fMedia de 3 plantas (n = 3), 9Valores con la misma letra no son significativamente diferentes.
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CUADRO XIl. CONCENTRACIONES DE PB EN EL SUSTRATO DE N. glauca INOCULADO
CON DIFERENTES CEPAS Y CULTIVADAS EN JALES MINEROS ENMENDADOS CON
LOMBRICOMPOSTA EN UN INVERNADERO

Sustratos® CTM DTPA

A. niigatensis 11.14"a° 7.97a
C.citreum 18.9 ab 16.29 ab
B. pumilus 22.69 abc 30.76 bcd
Consorcio 25.79abc  28.9 bc
Testigo 32.83bc 32.01cd
Jal 4101 ¢c 41.01d

P value <0.0106  <0.0002

fMedia de 3 plantas (n = 3), %Valores con la misma letra no son significativamente diferentes

CUADRO XII. CONCENTRACIONES DE PB EN EL SUSTRATO DE I. conzattii INOCULADO
CON DIFERENTES CEPAS Y CULTIVADAS EN JALES MINEROS ENMENDADQOS CON
LOMBRICOMPOSTA EN UN INVERNADERO

*Sustrato CTM DTPA
B. pumilus 30.15'a% 49.81a
Consorcio 25.76a 33.57a
C.citreum 56.12ab 49.82a
A. niigatensis 57.16ab 50.21a
Testigo 75.87b 88.98b
Jal 135.93¢ 136.60¢
P value <0.0001 <0.0001

fMedia de 3 plantas (n = 3), 9Valores con la misma letra no son significativamente diferentes.

CUADRO XIIl. FACTORES DE TRANSLOCACION Y BIOCONCENTRACION DE |. conzattii

Y N. glauca

Especie/cepa FBC FT

I. conzattii/B. pumilus 0.572 0.046
I. conzattii/ Consorcio 0.618 0.044
I. conzattii/ Testigo 0.369 0.053
I. conzattii/A. niigatensis 0.470 0.041
I. Conzattii/C.citreum 0.288 0.047
N. glauca/ Consorcio 0.477 0.079
N. glauca/ C.citreum 0.493 0.127
N. glauca/ B. pumilus 0.457 0.057
N glauca/A. niigatensis 2.066 0.088
N. glauca/Testigo 0.896 0.080
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DISCUSION

En este trabajo, las rizobacterias fueron aisladas de la rizosfera de especies vegetales que han
colonizado espontaneamente los jales mineros de San Jerénimo Taviche. Teodoro (2014)
reporta para el jal 1 una alta concentracion de Pb (1999.16 mg/Kg), en el jal 2 la
concentracion es menor (307.55 mg/Kg). Las concentraciones de Pb en jal 1 son mas altas

que las permitidas por la NOM-147-SEMARNAT.

Los microorganismos autéctonos de la rizosfera influyen en la movilidad y disponibilidad
del metal toxico del suelo a la planta (Rusinowski et al. 2018). En este trabajo, la evidencia
sefiala que no estan influyendo en la composicion floristica, ya que ambos jales no comparten
especies vegetales. El anélisis cluster permite observar que no todas las rizobacterias
presentan una selectividad hacia su hospedero, ya que en especies vegetales diferentes se
encuentran rizobacterias comunes. Son varios los estudios que demuestran esta relacion

rizobacteria-planta (Kim et al. 2011, Navarrro-Noya et al. 2010, Haiyambo et al. 2015).

Al igual que en este trabajo, muchos otros estudios han reportado un bajo contenido de
materia organica en jales mineros (Dhal y Sar 2014, Navarro-Noya et al. 2010), que no es
inesperado porque el ambiente carece de nutrientes para las plantas o debido a la naturaleza
acida de los jales, lo que limita la cantidad de materia organica en el suelo (Ngole-Jeme y

Fantke 2017).

Los metabolitos liberados por el sistema radical influyen en la riqueza y abundancia de las
rizobacterias (Nihorimbere et al. 2011). Sin embargo, el ambiente del suelo (pH y carbon
organico) tiende a modelar la diversidad bacteriana de la rizosfera (Callender et al. 2016).

Los datos en este trabajo indican que los valores de los parametros fisicoquimicos en la
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rizosfera no afectan significativamente la distribucion de las rizobacterias cultivables, por lo

que plantas de diferentes jales comparten rizobacterias.

Por medio de anélisis de ADN metagendmico, Roesch et al. (2007) predicen un rango de
53,533 a 26,140 especies de rizobacterias por gramo de suelo, y que la contaminacion por
metales toxicos reduce la diversidad bacteriana drésticamente debido a los altos efectos
toxicos (Gans et al. 2005). En B. dimorpha se reportan siete especies de rizobacterias
cultivables. B. dimorpha es considerada una planta acumuladora, porque tiene altas
concentraciones de metales toxicos en sus raices (Teodoro 2014). Trabajos previos han
descrito que la riqueza bacteriana del suelo es mayor que en la rizosfera de Thlaspi
caeurulescens y variedades de crisantemos, posiblemente porgue los exudados de las plantas
promueven la actividad bacteriana y, en consecuencia, aumentan la movilizacién vy

concentracion de metales toxicos disponibles en la rizosfera (Delorme et al. 2001).

Las rizobacterias han desarrollado diversos mecanismos de resistencia para tolerar los efectos
nocivos de los metales toxicos (Silver y Phung 2005), por ejemplo, los que involucran: a)
componentes celulares que capturan a los iones, neutralizando su toxicidad; b) enzimas que
modifican el estado redox de los metales, convirtiéndolos en formas menos perjudiciales, y
c) transportadores de la membrana que expulsan las especies nocivas del citoplasma celular

(Cervantes et al. 2006).

El metal mas toxico es el Hg. En el consorcio de rizobacterias es en donde se reportan los
menores efectos de toxicidad, posiblemente porque logran la formacion y desarrollo de
estructuras que pueden secuestrar o inmovilizar a los metales pesados. Moléculas y/o
estructuras cuya presencia se reporta en la superficie de la pared celular pueden interactuar
con los iones metalicos, tales como los exopolisacaridos, epoxi-polimeros y una superficie
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paracristalina. Dichas estructuras se encuentran presentes en algunos integrantes de la familia
Bacillaceae, cuya capacidad de acumular grandes cantidades de metales pesados se atribuye
al ordenamiento de las proteinas de la superficie paracristalina que rodea a la célula (Allievi

et al. 2011).

Las rizobacterias pueden promover el crecimiento, la nutricion y la salud de las plantas
(Philippot et al. 2013). En este trabajo, se reportan estos efectos promotores de las
rizobacterias en N. glauca. El efecto mas notable se observa en la produccion de biomasa,
donde la inoculacion con el consorcio de las rizobacterias resulta en los valores medios méas
altos. Dary et al. (2010) reportan que, bajo contaminacion moderada por metales pesados, el
rendimiento de la planta y el contenido de nitrogeno aumentan. Reportan una disminucion
significativa de los metales acumulados en los tejidos de las plantas en las raices y en los
brotes. Con respecto a N. glauca, C. citreum es la rizobacteria con mayor efecto en el
desarrollo. Segun Kukla et al. (2014), esta rizobacteria presenta una alta produccion de acido

indolacético (32.4 g mL), que estimula el crecimiento de los meristemos apicales.

Nicotiana. glauca e I. conzattii generalmente tienen bajas concentraciones de Pb en la raiz y
parte aérea cuando no son inoculadas con las rizobacterias. La utilizacién de rizobacterias
puede llegar a reducir la concentracion del Pb en los tejidos vegetales porque actuan como
un biosorbente metélico eficiente (Malik 2004, Volesky 2007). Gracias a que las
rizobacterias impiden que las plantas absorban el Pb, ya que los metales pueden unirse a la

superficie bacteriana (Dary et al. 2010)

Los valores de FBC y FT ayudan a decidir cual es la planta idénea para la remediacion,
dependiendo de la finalidad del procedimiento. Si la finalidad es estabilizar los metales en el
suelo, 1. conzattii inoculada con A. niigatensis debe seleccionarse, porque tiene valores que
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infieren que realiza una menor translocacion hacia la parte aérea. En contraste con otras
especies vegetales que se encontraban en sustratos menos contaminados, NUfiez-Montoya et
al. (2007) reportd valores de FT superiores: Eleocharis macrostachya (0.18 — 0.20),
Schoenoplectusv americanus (0.64 - 2.09) y Sporobolus airoides (0.44 - .01). N. glauca
inoculada con A. niigatensis presenta una mayor acumulacion de Pb en la parte aérea, lo que
permite una recoleccién con mayor facilidad del Pb. Este fendmeno no es habitual, ya que en
plantas hiperacumuladoras tienden translocar los elementos en forma proporcional a la

concentracion en el sustrato (Ma et al. 2001).

CONCLUSIONES

Se reporta la presencia de cuatro géneros (Bacillus, Arthrobacter, Curtobacterium vy
Brevibacterium) en la rizosfera de especies vegetales que logran colonizar los jales de San

Jerénimo Taviche, el de mayor riqueza es Bacillus.

Los resultados de este experimento muestran la importancia de la inoculacion de PGPR a N.
glauca e I. conzattii para la fitoestabilizacion del Pb en los jales mineros. I. conzattii
inoculada con C. citreum es la combinacion mas adecuada para la estabilizacion de los
metales toxicos en el suelo, ademas de presentar un mayor desarrollo vegetal. Sin embargo,
N. glauca inoculada con A. niigatensis es la combinacidn planta-rizobacteria con la que se

presenta mayor reduccion en la biodisponibilidad del Pb en el sustrato.
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ESPECIES SILVESTRES COLONIZADORAS DE JALES MINEROS,
ASOCIADAS A MICROORGANISMOS RIZOSFERICOS, CON POTENCIAL
PARA FITOREMEDIACION DE SUELOS CONTAMINADOS CON PLOMO

INTRODUCCION

En México, la actividad minera ha dejado un gran nimero de depdsitos de jales con altas
concentraciones de metales toxicos, como el Pb y el Hg (Romero et al. 2008). La presencia
de esos elementos ocasiona limitantes fisicas y quimicas en el suelo que evita el
establecimiento de plantas, como pH &cidos, baja capacidad de intercambio catiénico, bajo
contenido de materia orgénica y bajo contenido de arcilla (Lago-Vila et al. 2019). Estas
caracteristicas favorecen a la movilidad y la biodisponibilidad de los metales toxicos (Luo et
al. 2018). Al acumularse en los suelos, logran incorporarse en las cadenas troficas. Afectan
la riqueza y diversidad microbianas, incluidas las rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGPR), que promueven el crecimiento de las plantas en la rizosfera y sus actividades
metabolicas. Ademas, la concentracion elevada de metales en los suelos y su absorcion por
las plantas genera un estrés oxidativo que afecta de manera adversa el crecimiento y la

simbiosis (Wani et al. 2008).

Existen técnicas fisicoquimicas que logran remediar la toxicidad de los metales, como el
lavado de suelos. Sin embargo, estas técnicas generan una gran cantidad de residuos
contaminantes (Martinez et al. 2005). Las técnicas de biorremediacion pueden transferir o
estabilizar los metales toxicos con plantas y organismos rizosféricos nativos sin generar
residuos téxicos. No todos los organismos son candidatos de ser utilizados en técnicas de
biorremediacion. Es necesario utilizar plantas que logren acumular del 1 al 2% de su biomasa
(Narula et al. 2012), y organismos rizosféricos que toleren el estrés oxidativo que se genera

por la presencia de metales tdxicos, suministren nutrientes, estimulen el desarrollo
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vegetativo, mejoraren la estructura del suelo y actien como estabilizadores y/o
bioacumuladores de los metales toxicos (Ehrlich 1990). Es recomendable utilizar organismos

nativos de la region, porque estan adaptados a los contaminantes y el clima locales.

En San Jerénimo Taviche (Ocotlan, Oaxaca, México) se reporta la presencia de depésitos de
jales que se establecieron aproximadamente a partir de 1930 (Sanchez 1993). Las operaciones
mineras en la zona tuvieron lugar desde la colonia (siglo XVII). Durante el siglo XX,
compafiias canadienses extrajeron oro y plata, y empezaron a generar los depdsitos no
confinados de jales. Los organismos que estan colonizandolos tienen méas de 60 afios
adaptandose a las condiciones adversas de los jales. En estas areas, las plantas pioneras deben
acumular una mayor cantidad de metales en las raices que en la parte aérea, lo que sugiere
que estas plantas tienen una capacidad especial para evitar o prevenir la absorcion, transporte

y almacenamiento de metales en sus tejidos (Li et al. 2013).

Otros trabajos han evaluado el uso potencial del sistema microorganismo-planta para la
biorremediacion de metales toxicos. Dary et al. (2010) determinaron la eficiencia de la planta
Lupinus luteus con dos inoculos, Bradyrhizobium sp. y un consorcio que incluye a
Bradyrhizobium sp., Pseudomonas sp. y Ochrobactrum cytisi. Con ambos indculos
demuestran el uso potencial de esta planta en la fitoestabilizacion de metales toxicos. Sin
embargo, la inoculacion conjunta de L. luteus con el consorcio produjo una mejora adicional
en produccion de biomasa vegetal. Saadani et al. (2016) evaluaron la capacidad de Vicia
faba, Lens culinaris y Sulla coronaria inoculados in situ por PGPR resistentes a metales
toxicos. Sus resultados muestran que las plantas inoculadas disminuyeron la disponibilidad
de Pb en un 47%, lo que sugiriere un efecto positivo de la inoculacion de leguminosas por

PGPR resistentes a los metales toxicos.
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El objetivo de este estudio es identificar especies vegetales nativas asociadas con consorcios
de rizobacterias y hongos de micorriza arbuscular (HMA) més adecuadas para su uso
potencial en la remediacion de depdsitos de jales con presencia de concentraciones elevadas

de metales toxicos, predominantemente Pb.

MATERIALES Y METODOS

En dos jales de San Jerénimo Taviche se recolectaron semillas de seis plantas que colonizan
espontaneamente los jales, por lo que se infiere tienen mecanismos para tolerar altas
concentraciones de metales toxicos. Por las caracteristicas fisicoquimicas del jal, existe un
bajo nimero de plantas que generalmente estan aisladas. En el jal 1 (16°42'30.4"N
96°35'39.2"W) se recolectaron semillas de las plantas: Cynodon dactylon y Dyssodia
decipiens. En el jal 2 (16°42'36.1"N 96°35'48.4"W) se colectaron semillas de las plantas:
Nicotiana glauca, Indigofera conzattii, Salvia amarissima y Bidens odorata.

Reproduccion de organismos rizosfericos

Para este trabajo se cultivo, hasta una densidad celular estimada de 108 CFU/mL, un
consorcio conformado por Bacillus pumilus, Bacillus safensis, Arthrobacter niigatensis,
Brevibacterium frigoritolerans, Arthrobacter aurescens y Curtobacterium citreum,
previamente aisladas y caracterizadas (Capitulo 2). Para el cultivo se utiliz6 el medio
propuesto por Roane (1999) con la siguiente composicion: 0.5g de CeHsO7Nas (citrato de
sodio), 0.1g de MgSO4-7H20, 1.0g de (NH4)2SO4, 1.0g de CsH120s (glucosa) y 0.1g de
NasO10P3 (tripolifosfato de sodio), ajustado a un pH 6.0 con CgHsO4K (ftalato &cido de

potasio).
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Los HMA fueron aislados e identificados por Garcia (2016). El in6culo estaba constituido
por Ambispora gerdemannii, Acaulospora mellea, Entrosphora infrequens,
Claroideoglomus claroideum, Funneliformis geosporum y Septoglomus constrictum. Para la
propagacion se utilizaron semillas de sorgo (Sorghum vulgare) como planta trampa, por su
temprana colonizacién micorricica y bajos requerimientos nutricionales (Guadarrama-
Chévez et al. 2007). Se colocaron las semillas en macetas de 2 L, con arena (pH=7.2)
esterilizada en autoclave a 15 PSI por 15 minutos como sustrato para la propagacion,
utilizando 30 g del indculo. El cultivo trampa tuvo una duracion de siete meses y, una vez
finalizado, los indculos se secaron a temperatura ambiente y se tamizaron a 2 mm, fueron

almacenados en bolsas de polietileno a la sombra, en ausencia de humedad.

Crecimiento de las plantas

Las semillas de N. glauca, I. conzattii, B. odorata, D. decipiens, y S. amarissima se
desinfectaron con hipoclorito de sodio al 5% por cinco minutos. Los esquejes de C. dactylon
fueron desinfectados con etanol al 70% por 2 minutos y posteriormente con hipoclorito de
sodio al 5% por cinco minutos, finalmente lavados con agua estéril. EIl sustrato para el
crecimiento de las plantas fue el material depositado en el jal 1. Se trazaron dos parcelas de
100 m?, se tomaron aleatoriamente 25 submuestras de la capa superior de 30 cm. Las 25

muestras se mezclaron para obtener un total de 160 kg.

Las plantas se establecieron el cinco de noviembre del 2018 en macetas con 1.2 Kg de mezcla
jal - lombricomposta en una proporcion 3:1. Las dosis de inoculacion utilizadas fueron: para
HMA, 30 g de indculo por maceta, colocado al momento de la siembra; para rizobacterias,

20 mL de cultivo liquido del consorcio con una densidad celular estimada de 108 CFU/m,
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aplicados a cada plantula emergida. Las macetas se colocaron en un invernadero, aplicando
riegos cada tercer dia, con agua corriente. La duracion del experimento fue de 70 dias a partir

de la aplicacion del indculo bacteriano.

Determinacion de concentracion de los metales toxicos

El tejido vegetal se lavo con agua corriente y jabon neutro, posteriormente con abundante
agua desionizada. Se sec6 a 40°C hasta peso constante, y se molié. Para determinar el
contenido total de metales (CTM), se utilizé 0.5 g de planta y sustrato (tamizado a 150 um),
y se realizo la digestion con 9 ml de HNOs, 2 ml de H20O2 y 1 ml de HCI en una autoclave
durante 30 minutos a 15 PSI. Para la fraccion extraible con DTPA en sustrato, se utilizaron
10 g de muestra. Se adicionaron 20 ml de extractante DTPA (0.005M DTPA, 0.1M
trietanolamina y 0.01M CaCl2, con pH de 7.3), se agit6 durante 2 h a 180 rpm, se filtré con
papel cuantitativo Ahlstrom® (Lindsay y Norvell 1978). Para control se realizaron cuatro
réplicas por cada muestra. EI Pb se midio con un espectrémetro de emision optica de plasma

acoplado inductivamente (ICP-OES) marca Perkin EImer modelo Optima series 7000 DV.

Disefio experimental y variables de respuesta

El disefio experimental fue completamente al azar con cuatro repeticiones. El experimento incluyo
cuatro tratamientos: Consorcio de rizobacterias, consorcio de HMA, consorcio de rizobacterias +
consorcio de HMA, vy el testigo (sin inocular). A la cosecha (70 dias después de la inoculacién de
rizobacterias) se midieron, de las seis especies: altura, nimero de hojas, peso seco de raiz y peso seco
de la parte aérea. Se determind la concentracion de Pb del tejido vegetal aéreo (tallo y hojas), tejido
radical y el sustrato de cada maceta. Las diferencias significativas de las medias de la variable de

respuesta se determinaron mediante el andlisis de varianza (ANAVA) y para crear intervalos de
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confianza para todas las diferencias entre medias se utilizé la prueba de Tukey. Los datos se

analizaron con el paquete estadistico Infostat (Infostat 2002).

Factores de eficiencia de extraccion, bioconcentracion y translocacion

La eficiencia de extraccioén (EE) es la cantidad de Pb liberado por el sustrato. Se calcula
dividiendo la concentracion extraible con el DTPA del Pb entre concentracion total del Pb
en el sustrato, y el cociente se multiplica por 100 (Hall y Changyen, 1989). Para estimar los
valores de los factores de bioconcentracion (FBC) y de translocacion (FT) se utilizaron los
valores de concentracion de Pb en las partes area y radical, asi como en el sustrato. EI FT es
el coeficiente de la concentracion del metal en la parte area entre la concentracion de la raiz
(Tu et al. 2003, Rizzi et al. 2004, Ruiz y Armienta 2012). Un FT mayor a uno indica que la
planta transporta metales efectivamente desde la raiz hasta la parte aérea (Baker y Brooks,
1989). Las plantas con FT menor a uno pueden considerarse aptas para la fitoestabilizacion,
Las plantas con un FT mayor a uno son méas adecuadas para la recoleccion del metal, por la
facilidad de cosechar la parte aérea (Abreu et al. 2008, Prasad y Freitas 2003). El FBC
muestra la relacion entre el contenido de metal acumulado en la planta y el disponible
contenido en el suelo (Salt et al. 1995). Este se calculd dividiendo la concentracion del Pb en
la raiz entre la concentracion del Pb de la fraccion extraible del DTPA en el sustrato. De
acuerdo con Ma et al. (2001), el FBC se utiliza para clasificar las plantas como acumuladoras

(BF> 1) o no acumuladoras (BF <1).

RESULTADOS

Todas las especies vegetales logran sobrevivir en todos los tratamientos (Cuadro XIV). Para

la variable altura, en todas las plantas, se reportan diferencias significativas; los tratamientos
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CUADRO XIV. VARIABLES DE CRECIMIENTO DE SEIS ESPECIES VEGETALES
INOCULADAS CON DIFERENTES CONSORCIOS DE RIZOBACTERIAS Y HMA,
CULTIVADAS EN JALES MINEROS ENMENDADOS CON LOMBRICOMPOSTA, EN UN

INVERNADERO

Altura de planta (cm)

Nicotiana Indigofera  Cynodon Bidens Dyssodia Salvia

glauca conzatii dactylon odorata decipiens amarissima
Testigo 15.25%9 21.18a 94.38a 4.88a 47.75a 20.00a
Consorcio de rizobacterias 26.00ab 32.75b 210.25b  80.00b  57.75a 31.28ab
Consorcio de HMA 29.53b 30.13b 156.33ab 71.00b  59.50a 48.50b
Consorcio de rizobacterias-HMA  22.80ab 36.5b 175.75ab 62.00ab 61.50b 44.38b
P value 0.03 0.0005 0.015 0.004 0.03 0.015
Longitud de raiz (cm)
Testigo 19.08a 26.25a 15.63a 17.50a 21.50a 16.25a
Consorcio de rizobacterias 30.63ab 42.75b 19.03ab  20.13a  30.50b 22a
Consorcio de HMA 23.88a 47.5b 28.88b 20.75a  32.25b 18.75a
Consorcio de rizobacterias-HMA  39.75b 36ab 25.63ab  20.50a  38.25c 23.75a
P value 0.001 0.001 0.017 0.34 <0.0001 0.1788
NUmero de hojas
Testigo 8.75a 12.50a 117.25a 18.50a  62.25a 59.75a
Consorcio de bacterias 11.75b 16.25b 210.00b 23.50a  75.50a 65.75ab
Consorcio de HMA 11.50b 15.75ab  203.00b  22.00a  157.75b  83.75b
Consorcio de rizobacterias-HMA  13.50b 16.75b 202.25b  23.50a 122.25ab 60a
P value 0.0006 0.011 0.003 0.19 0.04 0.005
Peso seco de parte aérea (g)
Testigo 0.29% 0.25a 0.34a 0.30a 0.65a 0.52a
Consorcio de rizo bacterias 0.52b 0.45b 0.60b 0.51b 0.75ab 0.56a
Consorcio de HMA 0.48b 0.62c 0.39%b 0.51b 0.93b 0.75a
Consorcio de rizobacterias-HMA  0.48ab 0.49bc 0.50ab 0.45ab  0.73ab 0.76a
P value 0.0005 0.0003 0.03 0.0045 0.04 0.14
Peso seco de la raiz (g)
Testigo 0.14a 0.18a 0.05a 0.05a 0.18a 0.31a
Consorcio de rizobacterias 0.47b 0.46b 0.09a 0.22b 0.32bc 0.47a
Consorcio de micorriza 0.40b 0.55b 0.14b 0.11ab  0.25ab 0.36a
Consorcio de rizobacterias-HMA  0.30ab 0.47b 0.15b 0.12ab  0.40c 0.46a
P value 0.004 <0.0001  0.0002 0.019 0.0003 0.16

fMedia de 4 plantas (n = 4), %Valores con la misma letra no son significativamente diferentes.
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control tienen el valor medio mas bajo. En la mayoria de las plantas, la inoculacion con HMA
se reportan con los valores medios més altos. En la variable longitud de raiz no se reportan
diferencias significativas, excepto para la especie B. odorata. En las demas especies
vegetales, los valores medios en los tratamientos inoculados con HMA son los mas altos. La
variable nimero de hojas presenta el mismo comportamiento que la variable longitud de raiz.
La variable peso seco de la parte aérea se reporta con diferencias significativas, solo en S.
amarissima esto no ocurre. Las medias mas altas se obtienen con el consorcio de HMA y el
consorcio HMA + rizobacterias, excepto en las especies N. glauca y B. odorata. Para la
variable peso seco de raiz, en S. amarissima no se reportan diferencias significativas, en el

resto de las especies si las hay.

CUADRO XV. CONCENTRACIONES DE PB (mg/Kg) EN SUSTRATO DE SEIS ESPECIES
VEGETALES INOCULADAS CON CONSORCIOS DE RIZOBACTERIAS Y/O HMA,
CULTIVADAS EN JALES MINEROS ENMENDADOS CON LOMBRICOMPOSTA, EN UN
INVERNADERO

Extraccion CTM

Nicotiana  Indigofera Cynodon Bidens Dyssodia Salvia
glauca conzatii dactylon odorata decipiens amarissima
Testigo 4.6a 2.77a 14.31a 12.98a 13.17a 14.15a
Consorcio de 10.83ab 16.99b 16.45ab 13.74a 15.01a 14.96a
rizobacterias
Consorcio de HMA 20.32c 17.37b 17.71b 15.46a 13.35a 13.88a
Consorcio de 13.86bc 3.49 16.45ab 14.57a 13.55a 14.27a
rizobacterias-micorrza
P value 0.002 <0.0001 0.05 0.08 0.51 0.68
Extraccion DTPA
Testigo 1.24a 2.66a 4.31a 1.99 4.77b 5.94a
Consorcio de 2.18ab 1.50a 4.61a 2.41a 2.27a 5.11a
rizobacterias
Consorcio de HMA 2.24ab 2.82a 4.94a 3.79% 2.52ab 4.71a
Consorcio de 2.93b 2.60a 3.55a 2.32a 2.07a 4.68a
rizobacterias-HMA
P value 0.05 0.08 0.47 0.31 0.02 0.78

fMedia de 4 plantas (n = 4), 9%Valores con la misma letra no son significativamente diferentes.
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Concentracion de metales toxicos

Para la concentracion de Pb en el sustrato de crecimiento, para todas las especies vegetales

los tratamientos testigo tienen las medias mas bajas en la fraccion extraible con DTPA y en

CTM. Solamente en N. glauca, I. conzatii y C. dactylon se reportan diferencias significativas

entre los tratamientos para CTM. Para la fraccion extraible DTPA, en los sustratos con N.

glauca y D. decipiens se reportan diferencias significativas (Cuadro XV). Con respecto a las

concentraciones de Pb en los tejidos vegetales aéreo y radical, solamente en I. conzatii se

reportan diferencias significativas (Cuadro XV1).

CUADRO XVI. CONCENTRACIONES DE Pb (MG/KG) EN SEIS ESPECIES VEGETALES
INOCULADO CON DIFERENTES CONSORCIOS DE MICORRIZAS Y RIZOBACTERIAS.
CULTIVADAS EN JALES MINEROS ENMENDADOS CON LOMBRICOMPOSTA EN UN

INVERNADERO

Parte aérea

Nicotiana Indigofera Cynodon Bidens Dyssodia Salvia
glauca conzatii dactylon odorata decipiens amarissima
Testigo 6.0a 0.89bc 0.14a 0.59a 1.11a 0.63a
Consorcio de 6.06a 1.13c 0.12a 0.40a 1.02a 0.6a
rizobacterias
Consorcio de HMA 3.44a 0.72bc 0.24a 0.84a 0.65a 0.74a
Consorcio de 4.84a 0.32a 0.222 0.75a 0.57a 0.61a
rizobacterias-HMA
P value 0.28 <0.0001 0.67 0.26 0.021 0.84
Raiz
Testigo 6.06a 11.44b 0.68a 0.55a 3.00a 7.90a
Consorcio de 3.44a 8.67b 0.99a 4.36b 5.96a 5.71a
rizobacterias
Consorcio de HMA 6.00a 11.41b 2.75a 3.28b 3.67a 3.46a
Consorcio de 4.84a 3.42a 2.92a 4.33b 4.28a 3.36a
rizobacterias-HMA
P value 0.28 0.0002 0.1316 0.001 0.001 0.04

fMedia de 4 plantas (n = 4), 9%Valores con la misma letra no son significativamente diferentes.
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Factores de translocacion, bioconcentracion y eficiencia de extraccion

La capacidad de las seis especies vegetales para translocar el Pb es variable. La planta que

logra acumular una mayor cantidad de Pb en su raiz es N. glauca, mientras que C. dactylon

tiene la menor capacidad de absorcion y acumulacion radical. Con respecto a la

bioconcentracion, en la mayoria de las plantas se reporta menor concentracion con los

tratamientos que recibieron inoculacion con el consorcio HMA y la combinacion de

consorcios rizobacterias-HMA. En S. amarissima. no se reporta ninguna respuesta a los

consorcios. Con respecto a la eficiencia de extraccion, en S. amarissima se observan los

valores més altos (Cuadro XVII).

CUADRO XVII. FACTORES DE TRANSLOCACION, BIOCONCETRACION Y EFICIENCIA
DE EXTRACCION DE SEIS ESPECIES VEGETALES QUE HAN COLONIZADO LOS JALES
DE SAN JERONIMO TAVICHE

Factor de translocacion

Nicotiana Indigofera  Cynodon Bidens Dyssodia Salvia

glauca conzattii dactylon odorata decipiens amarissima
Testigo 0.748 0.896 0.048 0.042 0.228 0.558
Consorcio de 0.560 0.510 0.060 0.317 0.397 0.382
rizobacterias
Consorcio de HMA 0.143 0.657 0.155 0.212 0.275 0.249
Consorcio de 0.349 0.254 0.178 0.297 0.316 0.235
rizobacterias-HMA
Factor de bioconcentracion
Testigo 0.990 0.078 0.206 1.073 0.370 0.080
Consorcio de 1.762 0.130 0.121 0.092 0.171 0.105
rizobacterias
Consorcio de HMA 0.573 0.063 0.087 0.256 0.177 0.214
Consorcio de 1.000 0.094 0.075 0.173 0.133 0.182
rizobacterias-HMA
Eficiencia de extraccion
Testigo 26.957 20.830 30.119 15.331 36.219 41.979
Consorcio de 20.129 8.829 28.024 17.540 15.123 34.158
rizobacterias
Consorcio de HMA 11.024 16.235 27.894 24.515 18.876 33.934
Consorcio de 21.140 19.274 21.581 15.923 15.277 32.796

rizobacterias-HMA
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DISCUSION

Los contenidos totales de Pb en los sustratos no rebasan los méximos permisibles por la
NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004. Sin embargo, el Pb no es un nutriente que favorezca
el desarrollo de las plantas, ya que ocasiona un estrés oxidativo y logra bioacumularse en los
organismos que consuman la planta y asi incorporarse en la red trofica (Sharma y Rama
2005). Ademas de conocer la concentracion total del Pb es necesario conocer la
biodisponibilidad de este metal para entender mejor su toxicidad. La disponibilidad de un
elemento se ve afectada por la planta, lo que ocurre con N. glauca inoculada con el consorcio
de HMA, tratamiento en el que se reduce considerablemente la disponibilidad del Pb. La
asociacion simbiotica de las raices de plantas con consorcios de HMA puede mejorar
(Dosskey y Adriano 1993) o disminuir (Dueck et al. 1986) la toxicidad de los metales en el
suelo. Se ha reportado que consorcios bacterianos y micorricicos degradan los contaminantes
de manera mas eficiente que una sola especie (Pelz et al. 1999), porque tienen diferentes rutas
de degradacion catabdlica que pueden degradar con mayor facilidad un determinado
contaminante (Rahman et al. 2002). Producen, ademas, fitohormonas que estimulan el

crecimiento de las plantas.

Los resultados muestran que la inoculacion con microorganismos rizosféricos promueven el
desarrollo vegetal en presencia de Pb. EI-Meihyab et al. (2019) reporté que el suelo alterado
con Cu, Cd, Zn y Pb, causan una disminucion significativa en las caracteristicas de
crecimiento de Sorghum bicolor. Sin embargo, la inoculacion con rizobacterias permitié que
las plantas toleraran mejor el estrés oxidativo causado por los metales téxicos, a través de la
produccién de biosurfactantes, prolina, acido salicilico y sider6foros, que quelatan varios

iones metalicos y promueven el crecimiento de la planta de sorgo. También, los in6culos de
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HMA promueven el desarrollo vegetal atenuando el efecto de los metales toxicos, ademas

aumentan el pH (Zhan et al. 2019).

Los contenidos de metales toxicos en las plantas estan influenciados por factores climaticos,
la especie vegetal, el periodo vegetativo, la contaminacion y otros factores ambientales
(Sovljanski et al. 1990). Angelova et al. (2005) demostraron que la distribucidn de los metales
toxicos entre los 6rganos de las plantas es selectiva y depende de la parte de la planta y las
caracteristicas de la superficie del 6rgano de la planta. La distribucion de Pb, Zny Cd en
Salvia officinalis disminuyé en el orden: hojas > inflorescencias > raices > tallos. Sin
embargo, en S. amarissima esto ocurrioé de manera inversa, donde la raiz tiene un valor méas
alto que la parte area. Ademas, Blagojevi¢ et al. (2009) muestra que S. officinalis presenta
una mayor concentracion de Pb en sus hojas (2.16 a 10 mg/Kg), a diferencia de S.
amarissima. Barazani et al. (2004) reporta que N. glauca acumula 3.6 + 1.9 mg/Kg de Pb en
hoja, 2.2 + 1.7 mg/Kg en tallo y 5.6 + 3.3 en raiz, estos valores son parecidos a los valores
que se reportan en este trabajo. Se observa en estos casos que diferentes especies del mismo
género tienden a tener diferentes patrones de acumular Pb. C. dactylon ha sido reportada
como especie fitoextractora de zinc por diferentes autores (Carrillo y Gonzalez 2006, Franco
et al. 2010, Machado et al. 2013). Sin embargo, s6lo en un estudio en China se reportan
concentraciones importantes que llegan a 3,562 mg kg en tejido vegetal (Shu et al. 2005).
Aunque estos autores no reportan la concentracion de Pb, si evidencian la gran capacidad de
C. dactylon de acumular metales. En este trabajo, C. dactylon no se reporta como altamente
acumuladora de Pb, ya que no estuvo expuesta a concentraciones muy altas del metal. Los
contenidos de Pb en la parte aérea de las seis plantas son considerados normales (0.5-10 mg

kg™1) de acuerdo con Kabata-Pendias (2011), sin embargo, el contenido de Pb en la raiz de .
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conzattii excede esos limites (27-150 mg kg?). Inoculada con el consorcio de rizobacterias,
N. glauca presenta valores mas bajos con respecto a los otros tratamientos, lo que muestra el
efecto protector del consorcio de rizobacterias. Saadani et al. (2016) estudiaron leguminosas
inoculadas con PGPR, demuestran que esos organismos reducen la biodisponibilidad del Pb.
Resultados similares se reportan en este trabajo para la especie I. conzattii. Este
comportamiento se explica porque el consorcio rizobacteriano promueve un efecto protector
a las plantas, ya que las rizobacterias absorben el metal en su pared celular, dejandolos no

disponibles para la planta (Dary et al. 2010).

Las plantas exhiben una amplia gama de FBC, pero N. glauca inoculada con el consorcio de
rizobacterias es la especie que presenta el valor mas grande, lo que indica su mayor capacidad
para bioacumular Pb. Sin embargo, el FBC del Pb va a depender mas de la especie vegetal
que de la inoculacién de algiin microorganismo rizosférico. Ademas, las especies vegetales
al crecer en un pH muy &cido y bajo contenido de materia organica, van a alterar la capacidad
de bioacumular el Pb (Beckers y Rinklebe 2017). Otro factor que altera el FBC es la
biodisponibilidad del Pb en el sustrato (Reis et al. 2015). La especie |. conzattii inoculada
con el consorcio de rizobacterias tiene el valor mas bajo de EE, y es la mas apropiada para

reducir la biodisponibilidad del Pb en el sustrato.

Los valores de FT fueron inferiores a uno en todas las especies vegetales, pero C. dactylony
B. odorata son las que tienen los menores valores, lo que indica que el Pb se acumula
principalmente en las raices, como ocurre con Cytisus scoparius que logra colonizar los
suelos de zonas mineras abandonadas (Lago-Vila et al. 2019). Estas especies podrian ser
candidatas para las técnicas de fitoestabilizacion y podrian empezar un proceso de sucesion

ecoldgica secundaria en los jales.
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CONCLUSIONES

La especie C. dactylon inoculada con el consorcio de HMA tiene la mayor tasa de
crecimiento en longitud. Ademas, es la que mejor estabiliza el Pb en el sustrato. La
inoculacion con rizobacterias genera la mayor biomasa en N. glauca, la mayor absorcion de
Pb del sustrato, y en consorcio con micorrizas reduce drasticamente la biodisponibilidad del
Pb. En general, los consorcios tuvieron efectos positivos en las plantas. Solo en S. amarissima

no se observan efectos por la inoculacion con organismos simbidticos y/o rizosféricos.
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CONCLUSIONES GENERALES

Por la actividad minera, San Jerénimo Taviche acumula, dentro de la zona habitada de la
poblacién, jales mineros que contienen altas concentraciones de metales tdxicos, y es el Pb
el metal con mayor presencia en las muestras de jal, suelo y agua. Sus valores de
concentracion en estos medios exceden seis veves la normatividad mexicana. La ingesta
accidental pero continua de este metal por los pobladores representa el principal riesgo.
Ademas, los pobladores no perciben los jales como un problema ambiental.

El estudio identifica un area débil en materia de politica ambiental y del papel del Estado por
promover un ambiente sano: los jales de las minas abandonadas. Al otorgar una concesion,
se confia que el desarrollo tecnologico reducira los dafios hacia el ambiente. Sin embargo,
no existe la legislacion que promueva la remediacion de la contaminacion provocado por

empresas mineras que extrajeron los minerales y ya no poseen la concesion.

Para mitigar este dafio, se reporta que el uso de diferentes organismos nativos (plantas, HMA
y PGPR) constituye una opcidn viable y eficiente para remediar los jales mineros, ya que
tienen mas de 60 afios adaptandose al estrés oxidativo de los metales toxicos.

El género Bacillus se reporta con el mayor nimero de especies en la rizosfera de las plantas
que colonizan espontaneamente ambos jales. La distribucién de las PGPR en la rizosfera de
esas especies vegetales esta asociada a valores de pH y contenido de materia organica en el
sustrato.

Bajo las condiciones sociales y ambientales que existen en San Jer6nimo Taviche, la
propuesta de fitorremediacion de los jales mineros y los suelos circundantes que han recibido
y acumulado este material por deslave a lo largo de los afios cincuenta, debe buscar reducir
la escorrentia y la fitoextraccion. En este caso, C. dactylon es una graminea de rapido
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crecimiento que logra contener el suelo e inoculada con el consorcio de HMA presenta la
mayor longitud, ademas es la que mejor estabiliza el Pb en el sustrato. La especie vegetal que
también logra reducir la biodisponibilidad del Pb en el sustrato es N. glauca, en simbiosis
con el consorcio de HMA inoculado.

La presencia de especies vegetales asociadas con organismos rizosféricos influye de manera
positiva en la remediacion del suelo contaminado con metales toxicos. Sin embargo, no existe
un arquetipo de planta en asociacion con microorganismos rizosféricos para remediar toda
clase de contaminacién en cualquier circunstancia; las recomendaciones de combinaciones
plantas y microorganismos estaran condicionadas al objetivo de estabilizar, recolectar o
reducir la biodisponibilidad del metal toxico. De esta manera se logran generar propuestas
adecuadas de remediacion que permitan recuperar los mecanismos de autorregulacion del

ecosistema y la rehabilitacion del suelo.
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