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Resumen 

En México, millones de toneladas de residuos mineros se depositan a cielo abierto cuyo 

contenido de elementos potencialmente tóxicos (EPT) puede representar un riesgo 

ambiental. En los jales mineros, se establecen comunidades vegetales pioneras en 

asociación con una diversidad especifíca de hongos, incluidos los hongos endófitos 

septados oscuros (ESO). Esta simbiosis planta-hongo es fundamental para la rehabilitación 

natural de los residuos. En la presente investigación, se evaluó el impacto del 

establecimiento natural de dos especies vegetales sobre la actividad microbiana y la 

composición de la comunidad fúngica de hongos ESO, así como en la mitigación del efecto 

tóxico potencial de los EPT en un jal minero. Se determinó el microbioma fúngico en los 

residuos mineros, tanto en el interior de algunas raíces como en el sustrato circundante a 

ellas (zona rizosférica). Para ello, se estudió un depósito de residuos mineros denominado 

Jal Viejo en Vetagrande, Zacatecas, donde se seleccionaron tres sitios con base en la 

cobertura vegetal: sustrato minero desprovisto de vegetación (DV), sustrato minero con 

cobertura de R. luteola (RL) y sustrato minero con cobertura de A. fistulosus (AF). En cada 

sitio se colectó una fracción de sustrato que, en el caso de las plantas fue tomado bajo la 

influencia de la rizosfera; se determinaron las propiedades físicas, químicas y biológicas de 

los sustratos: cuantificación de EPT, actividad enzimática, mineralización del carbono; 

concentración de carbono, nitrógeno, fósforo y EPT en tejidos vegetales; diversidad fúngica 

en los sustratos y en el interior de las raíces. Fue identificada la comunidad de los hongos 

ESO cultivables procedente del interior de las raíces de ambas plantas; en ensayos in vitro 

se evaluó la tolerancia contra el Pb y el Cd, y la capacidad solubilizadora de fosfato de 

algunos hongos cultivables. Los residuos mineros mostraron un alto porcentaje de 

partículas de tamaño arena; el sitio DV presentó la mayor conductividad eléctrica, y se 

sugiere que la cobertura vegetal redujo la concentración de EPT en los sustratos de las 

parcelas RL y AF. Las plantas favorecieron el aumento del contenido de carbono en los 

residuos mineros. La actividad enzimática de la β-glucosidasa, la actividad enzimática de la 

deshidrogenasa, y la mineralización del carbono estuvieron influidas por la identidad de la 

planta y fueron más altas en el sitio AF. R. luteola y A. fistulosus acumularon EPT en sus 

tejidos y exhibieron potencial en la fitorremediación de Pb, Cd y Cu. La diversidad de hongos 

fue más elevada en los dos sitios vegetados que en el sitio sin vegetar. Los hongos 

Ascomycota predominaron dentro y fuera de las raíces de las dos especies vegetales; los 

residuos y las plantas compartieron algunos taxa fúngicos, pero otros taxa fueron 

específicos. Se aislaron los géneros Alternaria, Colletotrichum, Setophoma, Acrocalymma-
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Rhizopycnis y Stemphylium pertenecientes al grupo de hongos ESO. Los cinco aislados 

toleraron las concentraciones biodisponibles de 143 mg Pb L-1 y de 6.6 mg Cd L-1, aunque 

Alternaria y Colletotrichum destacaron por su mayor velocidad de crecimiento radial y 

producción de biomasa. Asimismo, los aislados mostraron capacidad solubilizadora de 

fosfato en presencia de Pb y Cd. Por lo anterior, en contraste con las zonas sin vegetar, la 

cobertura vegetal y los hongos endófitos septados oscuros de la rizosfera promovieron una 

atenuación natural de las condiciones extremas de los residuos mineros, y esto estuvo 

modulado por la especie vegetal. 

Palabras clave: Asphodelus fistulosus, elementos potencialmente tóxicos, Hongos 

endófitos septados oscuros, indicadores ecológicos, Reseda luteola, residuos mineros. 
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Abstract  

In Mexico, millions of tons of mining wastes are deposited in open pits and their potentially 

toxic elements (PTE) content may represents an environmental risk. In mining tailings, 

pioneer plant communities are established in association with a certain diversity of fungi, 

including, among others, dark septate endophyte (DSE) fungi; this plant-fungus association 

is essential for natural rehabilitation of mining tailings. In the present research, the impact of 

the natural establishment of two plant species on the microbial activity and on the 

composition of the fungal community of DSE fungi was evaluated, as well as on the 

mitigation of the potential toxic effect of elements in a mining tailing; the fungal microbiome 

was determined in the mining waste, both inside some roots and in the substrate surrounding 

them (rhizospheric zone). For this, a mining waste deposit called Jal Viejo in Vetagrande, 

Zacatecas, was studied, where three sites were selected based on the plant cover: mining 

substrate devoid of vegetation (DV), mining substrate with R. luteola coverage (RL) and 

mining substrate with coverage of A. fistulosus (AF). At each site, a fraction of substrate was 

collected, which, in the case of plants, was taken under the influence of the rhizosphere; the 

physical, chemical and biological properties of the substrates were determined: PTE 

quantification, enzymatic activity, carbon mineralization; carbon concentration, nitrogen, 

phosphorus and PTE in plant tissues; fungal diversity in the substrates and inside the roots. 

The community of cultivable DSE fungi from the interior of the roots of both plants were 

identified; the tolerance against Pb and Cd, and the phosphate solubilizing capacity of some 

cultivable fungi were evaluated. The community of cultivable DSE fungi inside the roots of 

both plants was identified; the tolerance against Pb and Cd, and the solubilizing capacity of 

some cultivable fungi, were evaluated. The mining waste showed a high percentage of sand-

sized particles; the WPC site presented the highest electrical conductivity, and it is 

suggested that the vegetation cover reduced the concentration of PTE in the substrates of 

the RL and AF plots. The plants favored the increase in the carbon content in mining wastes. 

β-glucosidase enzyme activity, dehydrogenase enzyme activity, and carbon mineralization 

were influenced by plant identity and were highest at the AF site. R. luteola and A. fistulosus 

accumulated PTE in their tissues and exhibited potential phytoremediation for Pb, Cd and 

Cu. Fungal diversity was higher in the two vegetated sites than in the non-vegetated site. 

Ascomycota fungi predominated inside and outside the roots of the two plant species; 

residues and plants shared some fungal taxa, but other taxa were specific. The genera 

Alternaria, Colletotrichum, Setophoma, Acrocalymma-Rhizopycnis and Stemphylium 

belonging to the DSE group of fungi were isolated. The five isolates tolerated the 
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bioavailable concentrations of 143 mg Pb L-1 and 6.6 mg Cd L-1, although Alternaria and 

Colletotrichum exhibited the greatest radial growth rate and biomass production. Likewise, 

the isolates showed phosphate solubilizing capacity even in the presence of Pb and Cd. 

Therefore, in contrast to the non-vegetated areas, the plant cover and the dark septate 

endophyte fungi of the rhizosphere promoted a natural attenuation of the extreme conditions 

of the mining waste, and this was modulated by the plant species. 

Keywords: Asphodelus fistulosus, potentially toxic elements, Dark septate endophyte fungi, 

ecological indicators, Reseda luteola, mining wastes. 
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Capítulo 1. Introducción  

México destaca como una potencia mundial en la producción de minerales, entre los cuales 

sobresalen la plata (Ag), el plomo (Pb), el zinc (Zn), el oro (Au) y el cobre (Cu), entre otros 

(Azamar y Téllez, 2022). La minería es fundamental para la economía en el país. Los 

residuos mineros generados en grandes cantidades por esta actividad, conocidos como 

jales, consisten en lodos residuales derivados del proceso de beneficio del mineral 

económicamente aprovechable. Los cuales contienen elementos potencialmente tóxicos 

(EPT) y que se pueden liberar al ambiente (González-Mendoza y Zapata-Pérez, 2008; 

Hernández-Acosta et al., 2009). Los EPT pueden volverse biodisponibles y de esta manera 

afectar a los organismos, el funcionamiento de los ecosistemas y poner en riesgo la salud 

humana (Salas-Luévano et al., 2017). Los depósitos de jales son más comunes en zonas 

áridas y semiáridas como se evidencia en el estado de Zacatecas, donde se encuentran 

montañas de jales mineros en áreas urbanas y rurales, así como en terrenos agrícolas 

(Salas-Luévano et al., 2017).  

La restauración natural de ambientes contaminados por EPT, presenta desafíos que 

incluyen la toxicidad de los elementos, la escasez de nutrientes, una estructura física 

deficiente del sustrato y comunidades microbianas degradadas (Rajkumar et al., 2009). A 

pesar de representar una amenaza para la vida en los ecosistemas, algunas especies 

vegetales han desarrollado mecanismos que les permiten sobrevivir y prosperar en estos 

ambientes con altos niveles de EPT (Borymski et al., 2018). La presencia de estas plantas 

favorece la proliferación de microorganismos en la rizosfera, la capa de suelo que rodea las 

raíces, mediante la exudación de una variedad de compuestos orgánicos e inorgánicos que 

enriquecen el suelo con nutrientes, atrayendo y estimulando a las comunidades 

microbianas (García-Villaraco Velasco et al., 2009, Borymski et al., 2018) 

Entre los microorganismos presentes en la rizosfera en sitios con alta concentración de 

EPT, se ha observado que los hongos, incluidos los endófitos septados oscuros (ESO), 

aumentan la disponibilidad de nutrientes (C, N, P), modifican el funcionamiento 

biogeoquímico de la raíz-planta-sustrato y mejoran la tolerancia vegetal a las 

concentraciones altas de EPT al secuestrarlos en su pared celular ((Ban et al., 2012; Knapp 

2012; Likar y Regvar, 2013; Wang et al., 2017). Por ejemplo, la inoculación del hongo 

Exophiala pisciphila en Zea mays aumentó la tolerancia al Cd (100 mg kg-1) mediante la 

activación de sistemas antioxidantes y la alteración de las formas químicas del Cd para 

distribuirlas a través de la pared celular (Wang et al., 2016). 
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Diferentes especies vegetales tienen la capacidad de excluir y acumular EPT en los jales 

(Baker, 1981). Regvar et al. (2010) observaron que la interacción entre hongos ESO y Salix 

caprea mejoró la tolerancia al Pb y Cd. Ban et al. (2012) mencionan que la interacción con 

los hongos ESO permite que la planta Astragalus adsurgens tolere el Pb y el Zn. En suelos 

contaminados, se estudió el potencial de Rosmarinus officinalis como planta estabilizadora; 

la comunidad fúngica endófita, integrada por hongos micorrízicos arbusculares y septados 

oscuros, incremento la tolerancia vegetal contra arsénico (As), Pb, antimonio (Sb) y Zn 

(Affholder et al., 2014) Yamaji et al. (2016) reportaron la tolerancia de la planta Clethra 

barbinervis en un sitio altamente contaminado con Cu, Zn y Pb, metales que acumuló en 

sus raíces; asimismo, los hongos endófitos Phialocephala fortinii, Rhizoderma veluwensis 

y Rhizoscyphus fueron abundantes en sus raíces y confirieron mayor tolerancia contra los 

EPT. 
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Capítulo 2. Antecedentes 

Desde tiempos prehispánicos, la minería ha sido una industria de relevancia central en 

términos económicos en México; esta actividad impulsa en forma destacada el desarrollo 

nacional (Hernández-Acosta et al., 2009). Los estados con mayor producción de minerales 

metálicos son Chihuahua, Zacatecas, Durango, Sonora, Coahuila, Guanajuato, San Luis 

Potosí, Hidalgo, Sinaloa, Colima, Guerrero, Jalisco y Michoacán (Carrillo-González, 2005). 

Los metales y minerales que mayoritariamente se explotan son oro (Au), plata (Ag), cobre 

(Cu), plomo (Pb), zinc (Zn), molibdeno (Mo), hierro (Fe), manganeso (Mn), fluorita, fosforita, 

caolín y wollastonita (CAMIMEX, 2023; INEGI, 2023). Sin embargo, la industria minera en 

su conjunto ha producido altos volúmenes de residuos en forma de lodos, ricos en 

elementos potencialmente tóxicos (EPT). Los EPT los podemos encontrar de forma natural 

en los suelos y constituyen el 1% de la corteza terrestre; sin embargo, las concentraciones 

de cada EPT (Pb, Cd, Zn, Cu, As y níquel (Ni)) en el suelo no rebasan los 1000 mg kg-1 

(Szczepanska y Twardowska, 2004; Perea, 2014). El papel de los EPT en los sistemas 

biológicos se puede dividir en dos partes: los esenciales (Cu, Ni, Fe, Zn) que son necesarios 

para las funciones fisiológicas y bioquímicas de los organismos, sin embargo, en 

concentraciones altas pueden ser tóxicos; y los no esenciales (Pb, mercurio (Hg), Cd, As, 

cromo (Cr), Sb) que no son necesarios para las funciones fisiológicas y bioquímicas de los 

organismos (Tchounwou et al., 2012; Peco et al., 2021). 

Los residuos mineros generados por la actividad minera son una fuente de EPT; 

habitualmente se acumulan en la superficie cercana a las minas a cielo abierto durante el 

beneficio del mineral (González-Mendoza y Zapata-Pérez, 2008; Hernández-Acosta et al., 

2009; Salas-Luevano et al., 2011, Perea, 2014). Estos residuos son a menudo inestables; 

están integrados por materiales inadecuados para el establecimiento vegetal y el desarrollo 

de las actividades biológicas. Algunos factores que evitan este establecimiento son pH 

ácido, alta salinidad, baja capacidad de retención de agua, altas concentraciones de EPT y 

deficiencias en la materia orgánica y la fertilidad de estos sitios (Prieto-Méndez, 2007; 

González-Mendoza y Zapata-Pérez, 2008; Hernández-Acosta et al., 2009). Estos 

materiales al ser dispersados contaminan el suelo y las aguas, además son una amenaza 

para los organismos de los sitios circundantes (Szczepańska and Twardowska, 2004; 

Carrillo González y Gonzales-Chávez, 2006; Ramos-Arroyo y Siebe-Grabach, 2006; Salas-

Luevano et al., 2017). Las áreas cercanas como zonas urbanas, carreteras y zonas 

agrícolas son de gran preocupación porque los EPT pueden convertirse en un riesgo para 

la seguridad alimentaria debido a los efectos tóxicos que generan en la salud humana. 
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Drahota et al. (2017) estudiaron los residuos mineros en la región de la Bohemia en 

Republica Checa y observaron que los suelos urbanos y carreteras cercanas al sitio 

contenían una alta concentración de As (2,900 mg kg -1), seguidos por Ag, Cu, Pb. En otro 

estudio donde se evaluaron las concentraciones de As, Cd, Pb, y Zn en suelos y hortalizas 

de sitios cercanos a jales mineros abandonados, se observó que las concentraciones 

biodisponibles en las hortalizas (0.5 mg As kg-1; 0.05-0.1 mg Cd kg-1; 0.1 mg Pb kg-1; 10-25 

mg Zn kg-1) fueron mayores que las encontradas en el suelo (Vejvodová et al., 2022). En 

contraste, en un estudio realizado en un vertedero de residuos industriales en la provincia 

de Punjab-Pakistán se evaluaron las concentraciones de Cr, Mn, Cu, As, Cd, Pb, bario (Ba), 

Hg en muestras de suelo y agua cercanas al sitio. Las concentraciones de todos los EPT 

fueron menores del límite estándar establecido por agencias reguladoras como la Agencia 

de Protección Ambiental de los Estados Unidos (EPA) y la Organización Mundial de la Salud 

(OMS) (Ahmad et al., 2021). Liu et al. (2020) determinaron los niveles de Cd, Pb, Cr, Zn Cu 

y As en maíz, suelo y agua de riego en el norte de Ningxia, China y observaron que las 

concentraciones de los EPT no excedieron los estándares nacionales; sin embargo, en los 

granos de maíz el Pb (0.41 mg kg-1) y el Cr (2.36 mg kg-1) superaron los estándares 

alimentarios.  

Las concentraciones de EPT en los suelos varían y dependen mucho de la naturaleza del 

sitio o de los usos pasados de la tierra. Sin embargo, en los sitios mineros, aunque las 

condiciones pueden ser extremas, incluyendo la contaminación por EPT, se han logrado 

establecer diferentes especies vegetales que han conseguido adaptarse a través de los 

procesos microevolutivos (Baker, 1981; Baker et al., 2010). Estos procesos, están regidos 

por mecanismos celulares específicos como la restricción y/o exclusión de la absorción 

radical de los EPT, la inmovilización de los EPT en el ambiente externo a través de los 

exudados radicales, el secuestro de los iones en la epidermis, vacuola y tricomas, y la 

traslocación de los EPT hacia los brotes a través del xilema (Rascio y Navari-Izzo, 2011; 

Emanverdian et al., 2015; Singh et al., 2016). Las especies de plantas resistentes al estrés 

abiótico, que desarrollan islas de condiciones microclimáticas más favorables y que facilitan 

el crecimiento bajo su dosel de plantas menos tolerantes a estrés, son conocidas como 

plantas nodrizas (Navarro-Cano et al., 2018). 

Las plantas que de manera natural han logrado desarrollarse en los residuos mineros crean 

un paisaje natural que con frecuencia están altamente contaminados; aunque la diversidad 

biológica (bacterias, hongos, protozoos, nemátodos, colémbolos, lombrices) en estos sitios 
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es baja, logran brindar cierta protección contra los efectos de la erosión (Conesa et al., 

2006). Las plantas establecen un microambiente de interacción altamente dinámico con el 

sustrato, conocido como rizosfera. Particularmente, mediante la exudación de compuestos 

orgánicos en la rizosfera se generan microambientes donde se intensifica el crecimiento y 

la actividad de la comunidad microbiana o hotspots, lo cual se refleja en la actividad 

enzimática extracelular responsable del reciclaje y disponibilidad de nutrientes incluidos N, 

P, S (Méndez y Maier, 2008; German et al., 2011; Philippot et al. 2013; Prashar et al. 2014; 

Elizondo et al., 2016; Feng et al., 2017). Las enzimas extracelulares presentes en el suelo 

se clasifican como: a) hidrolíticas: asociadas con la despolimerización y mineralización de 

compuestos lábiles y b) oxidorreductasas: involucradas directamente con la 

despolimerización de compuestos recalcitrantes. El estudio de las actividades enzimáticas 

es una herramienta útil para determinar la diversidad funcional de las comunidades 

microbianas del suelo o la rotación de masa orgánica del suelo. La evaluación de las 

actividades enzimáticas en el suelo tiene una larga tradición en relación con la evaluación 

de la fertilidad del suelo y los procesos de cuantificación en ecosistemas naturales y 

seminaturales con una alta rotación de compuestos orgánicos (Baldrian, 2009). 

En la rizosfera la planta libera compuestos orgánicos para los microorganismos, y estos 

influyen positivamente en las plantas al ayudar en la tolerancia y/o eliminación de los EPT 

(Kenedy y de Luna, 2005). Por lo tanto, las comunidades microbianas son fundamentales 

para el desarrollo vegetal en sitios contaminados por EPT (Epelde et al., 2010). Las plantas 

y los microorganismos establecidos en forma natural, en consecuencia, son fundamentales 

en la atenuación natural, es decir, en conducir procesos que degradan o disipan 

contaminantes orgánicos o inorgánicos en suelos, en agua, e incluso en sustratos mineros 

(González-Chávez et al., 2009). Los microorganismos, como bacterias y hongos, secretan 

algunos polisacáridos que se unen fácilmente a las partículas de estos residuos mineros, 

mejoran la estabilidad estructural de los mismos, y a su vez tienen un papel importante en 

la eliminación de EPT (Wang et al., 2017). 

La simbiosis planta-hongos posee mecanismos fisiológicos para adquirir nutrimentos del 

suelo con una estructura variada. Entre los mecanismos desarrollados para contender 

contra los EPT: 1) un secuestro en el exterior celular por quelación y retención en la pared 

celular, y 2) una acumulación a través de la adherencia a proteínas u otras moléculas 

(Colanguelo y Guerinot, 2006; Anahid et al., 2011). Concentraciones elevadas de EPT 

pueden ser adquiridas gracias a que entran en juego distintos procesos independientes de 
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la ruta metabólica asociada, utilizando biomasa, y diferentes productos celulares, por 

ejemplo, polisacáridos, para remover los EPT (Colanguelo y Guerinot, 2006; Andrade et al., 

2010).  

La fitorremediación como biotecnología emplea justamente las plantas que son resistentes 

a EPT, así como los microorganismos, hongos y bacterias, que interaccionan con ellas a 

nivel de rizosfera para la remediación de sitios contaminados ya sea mediante remoción, 

degradación y/o estabilización de los elementos. Entre las estrategias de remediación para 

jales mineros están la fitoestabilización, la fitoextracción y la fitovolatilización (Peco et al., 

2021). En la fitoestabilización se utilizan ciertos genotipos vegetales para secuestrar 

contaminantes de los suelos mediante su absorción y acumulación en las raíces, o gracias 

a la quelación atribuida a exudados liberados al sistema edáfico. Como consecuencia se 

produce una estabilización física en los suelos que disminuye la movilidad, toxicidad y 

biodisponibilidad de las moléculas problema. En la fitoextracción se lleva a cabo la 

acumulación y traslocación de EPT depositados en los suelos y sustratos, desde las raíces 

y hacia los distintos tejidos vegetales (tejidos aéreos), acción que limpia en forma 

permanente el suelo. Las plantas denominadas hiperacumuladoras acumulan 

concentraciones de EPT comprendidas entre 10 y 500 veces más que otras especies no 

acumuladoras. La fitovolatilización involucra la acumulación de contaminantes volátiles (por 

ejemplo, Se y Hg) en los tejidos vegetales y su consecuente volatilización o liberación a la 

atmósfera en la misma forma molecular inicial o en una molécula transformada. Si bien es 

una técnica que se aplica para la biorremediación de sitios contaminados por EPT, se 

requiere generar sistemas que concentren las emisiones (Singh et al., 2003; Prasad y 

Freitas 2003; Robinson et al., 2006; Jing et al., 2007). La fitorremediación tiene dos objetivos 

principales, por un lado, mejorar el suelo y por el otro facilitar el crecimiento de las plantas, 

por lo que bacterias, hongos y microalgas juegan un papel fundamental para la 

fitorremediación. Los microorganismos intervienen en la estructura de agregados, el 

desgaste del suelo por el viento y agua, la eliminación de EPT y la degradación de 

compuestos orgánicos tóxicos, produciendo polisacáridos y glomalina, captando EPT a 

través de hifas, además quelando compuestos orgánicos tóxicos; también intervienen en la 

solubilización de minerales, el aporte de nutrientes, la reducción de los niveles de etileno 

en las plantas y además aumentan la tolerancia de las plantas al pH ácido y a los EPT (Cao 

y Liu, 2015; Wang et al., 2017).  
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Los hongos han participado en los procesos de fitorremediación entre ellos están los 

hongos micorrízico arbusculares (HMA), quienes aumentan la eficiencia de captación de 

nutrimentos necesarios para las plantas, particularmente fósforo (P) y nitrógeno (N), gracias 

a que incrementan el área de exploración del suelo por medio de las hifas, lo que hace que 

las plantas tengan intercambio bidireccional de nutrimentos. Los HMA también amortiguan 

el efecto negativo debido a las condiciones de estrés del suelo, como la baja disponibilidad 

de agua, los niveles altos de EPT y los microorganismos patógenos de las raíces (Parodi y 

Pezzani, 2011).  

Otro grupo de hongos son los ESO quienes desempeñan un rol fundamental en la 

protección vegetal contra los EPT. Ejemplo de ello es la interacción entre hongos ESO y 

Salix caprea que mejoró la tolerancia hacia el Pb y Cd (Regvar et al., 2010). Ban et al. 

(2012) reportaron que la planta Astragalus adsurgens sometida a regímenes de estrés por 

Pb y Zn, mostró tolerancia con ayuda de hongos ESO. Los ESO Exophiala sp. y Phialophora 

sp. ejercieron un rol funcional en el crecimiento vegetal y fortalecieron la tolerancia de 

algunas plantas en suelos contaminados con Cd, Zn y Pb (Vrålstad et al., 2002; Li et al., 

2011). En suelos con presencia de Pb, Cd y Zn los hongos ESO prevalecieron entre la 

comunidad fúngica radical de Erica herbacea (Cevnik et al., 2000). 

Cabe destacar que una característica de los hongos ESO, es la melanina que se encuentra 

en la pared celular y que es capaz de unirse a diferentes iones por lo que ayuda a la 

disminución de la toxicidad de EPT en las hifas (Ban et al., 2012). Algunos síntomas de la 

toxicidad de los EPT en los hongos refieren la inhibición en el crecimiento, un 

engrosamiento heterogéneo de la pared celular (Venkateswarlu et al., 1989) y aberraciones 

morfológicas, incluyendo hifas muy gruesas ramificadas (Cortés-Penagos et al., 1994). 

2.1. Pregunta de Investigación  

En los últimos años, cada vez más suelos en el mundo se encuentran contaminados debido 

a las actividades mineras (Mench et al., 2010; Li et al., 2012). En todo el territorio mexicano 

se encuentran millones de toneladas de depósitos de residuos mineros; alrededor de 

200,000 ton están presentes en el distrito minero de Zacatecas. Dentro de este distrito se 

ubica el municipio de Vetagrande, donde por más de cuatro siglos se han depositado a cielo 

abierto jales ricos en Pb y Cd (González-Mendoza y Zapata-Pérez, 2008). Los EPT 

contenidos en los residuos mineros son perjudiciales para los ecosistemas y también 

representan una grave amenaza para el bienestar humano (Becerril et al., 2007; Cerbasi y 

Yetis, 2001; Mench et al., 2010).  
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En suelos contaminados por EPT las plantas son claves en el control de la erosión por 

acción del viento y la lluvia; asimismo, favorecen el establecimiento de vegetación 

secundaria, gracias también a los microorganismos con los que se asocian (Beesley et al., 

2011). Además, se conoce muy poco acerca del papel de los ESO en procesos de 

fitoextracción de EPT, particularmente con respecto al Pb y Cd, elementos muy tóxicos 

presentes en residuos mineros en Zacatecas. Por otro lado, la fitorremediación en México 

con el uso de plantas y microorganismos puede ser aplicada en sitios con altas 

concentraciones de EPT (suelos mineros o depósitos de residuos mineros), o en sitios 

expuestos a la actividad minera (zonas agrícolas o zonas pobladas). Por lo tanto, se han 

planteado las siguientes preguntas de investigación: 

1. ¿Cuál es la diversidad taxonómica de hongos endófitos septados oscuros en el interior 

de las raíces de Reseda luteola y Asphodelus fistulosus, plantas establecidas en residuos 

mineros? 

2. ¿Cuál es el papel potencial que juega la cobertura vegetal con sus hongos, asociada en 

residuos mineros contaminados con elementos potencialmente tóxicos?  

3. ¿La respuesta fisiológica de los hongos endófitos septados oscuros se modifica en un 

gradiente de concentración de plomo y cadmio? 

2.2. Hipótesis 

Las comunidades de hongos endófitos septados oscuros en las raíces de las plantas 

exóticas invasoras Reseda luteola y Asphodelus fistulosus creciendo en residuos mineros 

mostrarán una riqueza y diversidad específicas a la planta hospedera.  

Las plantas y sus hongos asociados amortiguan condiciones extremas como son la 

deficiencia de materia orgánica y las altas concentraciones de elementos potencialmente 

tóxicos de los residuos mineros contaminados con elementos potencialmente tóxicos. 

La exposición in vitro de hongos endófitos septados oscuros al plomo y al cadmio, 

modificará su morfología y fisiología. 

2.3. Objetivo General  

Evaluar el potencial de remediación de los hongos endófitos septados oscuros asociados a 

especies vegetales establecidas en residuos mineros conteniendo plomo y cadmio. 
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2.3.1. Objetivos Específicos  

Determinar la riqueza y diversidad de hongos endófitos septados oscuros en las raíces de 

plantas exóticas invasoras Reseda luteola y Asphodelus fistulosus establecidas en residuos 

mineros con plomo y cadmio. 

Caracterizar las respuestas morfológicas y fisiológicas en presencia de plomo y cadmio in 

vitro de diferentes hongos endófitos septados oscuros procedentes de las raíces de Reseda 

luteola y Asphodelus fistulosus. 
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Capítulo 3. Materiales y Métodos 

3.1. Área de estudio 

El sitio de residuos mineros en estudio se encuentra ubicado en Vetagrande, Zacatecas, 

recibe el nombre de Jal Viejo (22°50´27” N, 102°33´14” W) y no ha tenido un aporte de 

material minero desde hace cien años. Este depósito de jales tiene un área aproximada de 

13.5 Ha y las concentraciones disponibles de Pb (142.88 mg Pb kg-1) y de Cd (6.6 mg Cd 

kg-1) superan los niveles críticos ecotoxicológicos (Flores-Torres et al., 2021). El clima de la 

zona es semiárido (BS1kw(w)(e)g), con una precipitación anual media de 510 mm y una 

temperatura media anual de 16°C (García, 2004; SMG, 2018). El Jal Viejo se encuentra 

parcialmente vegetado (Figura 1) por las especies Simsia (Asteraceae), Cerdia 

congestiflora (Caryophyllaceae), Tagetes lunulata (Asteraceae), Reseda luteola 

(Resedaceae) y Asphodelus fistulosus (Xanthorhoeaceae). Particularmente, para el 

presente estudio se eligieron parcelas vegetadas con dos especies exóticas naturalizadas 

a las que se les da esta categoría por dominar las condiciones bióticas y abióticas para su 

supervivencia y lograr reproducirse de manera natural como si estuviera en un hábitat 

optimo (CONABIO, 2023): la primera de ellas es Reseda luteola, herbácea perenne de la 

familia Resedaceae de origen europeo, que crece en bosques de pino-encino y en 

ambientes ruderales. La segunda es la especie exótica invasora Asphodelus fistulosus, una 

herbácea perenne de la familia Xanthorrhoeaceae introducida del Viejo Mundo, que crece 

en matorral xerófilo, selva baja, bosques de pino-encino seco y en ambientes ruderales. 

Asimismo, en el Jal Viejo fue elegido un sitio desprovisto completamente de vegetación. 
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Figura 1. A: Residuos mineros desprovistos de vegetación en el Jal Viejo en Vetagrande, 
Zacatecas, B: sitio no vegetado, C: sitio vegetado por Reseda luteola, D: sitio vegetado por 
Asphodelus fistulosus. 

3.2. Colecta de muestras 

Los tres sitios seleccionados, vegetados y no vegetado, representan las condiciones más 

comunes en el Jal Viejo, y fueron denominados sustrato minero desprovisto de vegetación 

(DV), sustrato minero con cobertura de R. luteola (RL) y sustrato minero con cobertura de 

A. fistulosus (AF). En cada condición se trazó un transecto de 60 m de longitud y cada 20 

m se estableció un punto de muestreo; ello resultó en tres puntos de muestreo por 

condición. En cada uno de estos tres puntos se colectó una muestra de sustrato con un 

cilindro metálico de 100 cm3 para la determinación de densidad aparente; las muestras se 

colectaron en bolsas con cierre hermético a temperatura ambiente. Asimismo, en cada 

punto de muestreo con cobertura vegetal (RL y AF) se colectaron dos individuos vegetales 

completos (biomasa aérea y radical), de tal forma que se obtuvieron seis individuos por 

especie. En cada condición se colectaron con una pala tres muestras del sustrato minero 

del ambiente rizosférico a una profundidad de 30 cm, fueron depositadas en bolsas de cierre 

hermético y se guardaron en bolsas de plástico de color negro a 4°C para evaluar la 

actividad enzimática. Finalmente, para la extracción del DNA total se tomó una fracción de 

las raíces de cada individuo vegetal, del sustrato minero aledaño a las raíces y del sustrato 

minero desnudo, y se guardaron en bolsas de cierre hermético a 4°C; las raíces fueron 

desinfectadas en el laboratorio. Las raíces y sustrato colectado se almacenaron a -20 °C. 
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3.3. Caracterización de los residuos mineros 

3.3.1. Propiedades físicas y químicas de los sustratos mineros 

La determinación de humedad permite conocer el contenido de agua en el sustrato. Se 

pesaron 20 g de residuos en húmedo y se colocaron en una charola limpia, pesada y 

rotulada con el número de la muestra correspondiente. Las muestras se secaron en un 

horno a una temperatura de 105 °C por 72 h. 

La densidad de la fase sólida del suelo está definida como la masa total de los sólidos 

dividida por el volumen total de los mismos. Se determinó la densidad aparente (DA) por el 

método del cilindro (Fernández y Luis, 1994), el cual consistió en introducir un cilindro de 

volumen conocido en los residuos mineros de cada sitio bajo estudio, nivelando los 

sustratos con los bordes del cilindro. Posteriormente la muestra se secó en un horno a 105 

°C, hasta peso constante y se obtuvo su valor de la siguiente manera: DA (g cm3) = peso 

desechos mineros seco (g) / volumen del cilindro cm3. 

La textura de los residuos mineros se determinó por el método de la pipeta (Gee y Bauder, 

1979) en el cual se cuantifican las partículas minerales del suelo en forma gravimétrica. Se 

pesaron 20 g de residuos mineros con humedad de campo en un recipiente de plástico y 

se agregaron 50 mL de la solución dispersante hexametafosfato (HMF: 40 g en 400 mL de 

agua destilada) para mejorar la dispersión de las partículas. La suspensión anterior se agitó 

durante 24 h, posteriormente se pasó a través de un tamiz con malla de 53 µm de abertura 

(No. 270) para la separación de las partículas de arena que fueron lavadas sobre el tamiz 

con agua destilada. Las partículas de arenas se dejaron secar en un horno a 105 °C durante 

24 h y posteriormente se pesaron. Las partículas de arcillas y limos se transfirieron a una 

probeta de 1,000 mL, se agregaron 10 mL de solución dispersante HMF y se aforó la 

probeta con agua destilada. Con una varilla se agitó por 10 min y se cubrió la pipeta con un 

vidrio. La suspensión se dejó reposar por 3 h 51 min 47 s; después de este tiempo se 

introdujo una pipeta aforada lentamente hasta los 5 cm y se tomó una alícuota de 25 mL, 

se enjuagó la pipeta con agua destilada agregando dicho lavado en el crisol. El contenido 

de la pipeta se colocó en un crisol. Se introdujo el crisol con la muestra al horno a 105 °C 

durante 24 h, y se pesaron las partículas de arcilla. Se llevó a cabo el ajuste en el peso de 

las partículas de arcilla por la solución de HMF que se agregó a la suspensión. El peso de 

las partículas de limo se estimó haciendo primero la suma del peso de las partículas de 

arena y el peso de partículas de arcilla ajustado, menos el peso de muestra inicial. Para 
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calcular las fracciones de partículas de arena, arcilla y limo, el peso de cada una de las 

partículas fue multiplicado por 100 y dividido entre el peso de la muestra inicial.  

En los suelos, el pH indica la relación de iones hidrógeno presentes en determinadas 

sustancias. El pH es de las propiedades esenciales del suelo por que influye en la 

disponibilidad de los nutrimentos, las actividades químicas y biológicas que hay en él, 

además interviene indirectamente en el desarrollo de las plantas (Mireles, 2009). La 

conductividad eléctrica (CE) permite estimar la cantidad de sales que contiene el suelo. La 

CE y el pH activo de los residuos mineros se cuantificaron en una mezcla 1:5 de 

sustrato:agua desionizada (peso/volumen); se agitó durante 30 min a 120 rpm. Pasado este 

tiempo se llevó a cabo la medición en un equipo Thermo Scientific Orion™ Versa Star Pro™ 

adaptado con los electrodos correspondientes.  

3.3.2. Concentración total y coeficientes de nutrientes en residuos mineros y en 

biomasa vegetal 

Para determinar la concentración de nutrientes totales (C, N y P), las muestras de residuos 

mineros se secaron previamente en un horno a una temperatura de 105 ºC por 72 h. Se 

molieron en un molino de esferas Retsch MM400 durante 60 s y se almacenaron en bolsas 

de plástico. El carbono total (CT) se determinó mediante combustión a 950 °C en un horno 

de combustión, bajo flujo de O2 lo que produce que las formas de C presentes en la muestra 

se transformen en CO2 y así, se detecta por coulometría. Para la determinación de la 

concentración de nitrógeno total (NT) y de fósforo total (PT), se llevó a cabo una digestión 

ácida a 360 °C; el NT se cuantificó por el método de macro Kjenldahl (Bremmer, 1996) y el 

PT por colorimetría a 660 nm según el método de Murphy y Riley (1962). 

3.3.3. Concentración de elementos potencialmente tóxicos en los sustratos mineros 

y en los tejidos vegetales, y estimación del factor de bioconcentración 

Los sustratos mineros se molieron en un molino de esferas Retsch MM400 durante 30 s, 

posteriormente se pesaron 20 g por cada muestra y se almacenaron en bolsas de plástico. 

Las muestras se analizaron por fluorescencia de rayos X (FRX) con un equipo portátil 

Thermo Scientific NitonXL3TUIYRA; el patrón de referencia utilizado fue Montana 2710a. 

La técnica aplicada permitió evaluar la presencia de los siguientes elementos químicos en 

el sustrato minero: Pb, Cd, Zn, As, Cu, Fe y magnesio (Mg). 

Las raíces y los tejidos vegetales de R. luteola y de A. fistulosus fueron lavados con agua 

corriente de la llave para quitar el exceso de residuos mineros. En una solución de extrán 
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al 10% en agua deionizada, los tejidos vegetales fueron sumergidos durante 20 min y se 

realizaron tres enjuagues en agua deionizada para eliminar cualquier resto de extrán o de 

residuos mineros. Los tejidos fueron secados con toallas absorbentes y se separaron los 

tallos y hojas de las raíces para su análisis por separado, se guardaron en bolsas de papel 

y se secaron en un horno a 70°C hasta alcanzar un peso constante. Una vez secas las 

muestras se molieron en un molino de esferas Retsch MM400 durante 60 s, se pesaron 20 

g por cada muestra y se depositaron en bolsas de plástico. Las muestras fueron analizadas 

en el Laboratorio Nacional de Geoquímica y Mineralogía (LANGEM, UNAM) para 

determinar la concentración total de Pb, Cd, Zn, As, Cu, Fe y Mn mediante espectrometría 

óptica con plasma acoplado inductivamente (ICP-OES). 

Se calculó el factor de bioconcentración (FBC) y el factor de translocación (FT) en la fracción 

aérea de R. luteola y de A. fistulosus para determinar si las especies vegetales acumulan o 

estabilizan los EPT: FBC <1, la especie vegetal es elemento excluyente; FBC >1, la especie 

vegetal es acumuladora. Por otro lado, si el FT <1, la especie vegetal no tiene una 

translocación eficiente de los EPT hacia los tejidos aéreos; FT >1, la especie vegetal tiene 

una translocación eficiente de los EPT hacia los tejidos aéreos (Baker, 1981). 

3.3.4. Actividad microbiana en los sustratos mineros 

Las enzimas β-glucosidasas (GLU) proporcionan fuentes lábiles de C y de energía para 

sustentar la vida microbiana en suelos; catalizan la hidrólisis de los oligosacáridos y liberan 

monosacáridos (Dick, 2011). La GLU es una enzima muy estudiada y conocida en la historia 

de las enzimas del suelo. Ocupa una posición central en el ciclo del C a escala global porque 

cataliza el paso final en la descomposición de la celulosa, que media la posterior liberación 

de glucosa monomérica a los microorganismos. Para determinar la actividad de la GLU; se 

pesaron 2 g de sustrato minero en tubos Falcon de 50 mL, se adicionaron 30 mL de MUB 

1X (buffer universal modificado) ajustado a un pH de 6 para todas las muestras provenientes 

de la zona rizosférica de R. luteola, de la zona desprovista de vegetación y de la zona 

rizosférica de A. fistulosus. Se agitó horizontalmente por 30 min a 120 rpm. Posteriormente 

se tomaron 670 µL del homogeneizado (muestra con MUB 1X) y se colocaron en tubos 

Eppendorf de 1.5 mL, se agregaron 670 µL de pNP-glucopiranósido. Por cada muestra se 

prepararon tres controles muestra, se tomaron 670 µL del homogeneizado, se colocaron en 

tubos Eppendorf de 1.5 mL, a cada uno se le agregaron 670 µL del MUB 1X al pH 

correspondiente; de igual manera, fueron preparados tres controles por ensayo, se 

agregaron 670 µL de pNP-glucopiranósido en a los tubos Eppendorf de 1.5 mL y, se 
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adicionaron 670 µL de MUB 1X. Los tubos Eppendorf se incubaron en forma vertical con 

agitación a 250 rpm por 4 h a una temperatura de 25°C. Finalizada la incubación los tubos 

fueron centrifugados a 10,000 rpm por 2 min. Para llevar a cabo la lectura de la actividad 

enzimática se tomaron 750 µL del centrifugado y se colocaron en tubos Falcon de 15 mL, 

se adicionaron 3mL de agua Milli Q (MQ) y 75 µL de NaOH 1N para detener la reacción. 

Los tubos se agitaron en un vórtex, posteriormente se procedió a la lectura de las muestras, 

los controles muestra y los controles sustrato en el espectrofotómetro a una longitud de 

onda de 410 nm.  

Las fosfatasas se estudian en gran medida y se aplican como indicadores del potencial de 

mineralización de P orgánico y la disponibilidad de P en suelos; esta actividad está 

relacionada con las condiciones del suelo y la contaminación ambiental antropogénica (Luo 

et al., 2017). Debido a la deficiencia de P en muchos ecosistemas, las fosfatasas juegan un 

papel crucial en la hidrólisis de fosfomonoésteres y en algunos casos de fosfodiésteres, y 

en la liberación de P inorgánico asimilable para microorganismos y plantas (Hou et al., 2015; 

Huang et al., 2011). Para determinar la actividad de la fosfomonoesterasa (FME), se 

pesaron 2 g de sustrato minero en tubos Falcon de 50 mL, se adicionaron 30 mL de MUB 

1X ajustado a un pH de 6 para todas las muestras provenientes de la zona rizosférica de 

R. luteola, de la zona desprovista de vegetación y de la zona rizosférica de A. fistulosus. 

Las muestras se agitaron horizontalmente por 30 min a 120 rpm. Posteriormente se tomaron 

670 µL del homogeneizado (muestra con MUB 1X), se colocaron en tubos Eppendorf de 

1.5 mL y se agregaron 670 µL de pNP-fosfato. Por cada muestra se prepararon tres 

controles muestra, se tomaron 670 µL del homogeneizado y se colocaron en tubos 

Eppendorf de 1.5 mL, a cada uno se agregaron 670 µL del MUB 1X al pH correspondiente. 

De igual manera fueron preparados tres controles por ensayo, se agregaron 670 µL de pNP-

fosfato en los tubos Eppendorf de 1.5 mL y, se adicionaron 670 µL de MUB 1X. Los tubos 

Eppendorf se incubaron en forma vertical con agitación a 250 rpm por 4 h a una temperatura 

de 25°C. Finalizada la incubación los tubos fueron centrifugados a 10,000 rpm por 2 min. 

Para llevar a cabo la lectura de la actividad enzimática se tomaron 750 µL del centrifugado 

y se colocaron en tubos Falcon de 15 mL, se adicionaron 3 mL de agua MQ y 75 µL de 

NaOH 1N para detener la reacción, los tubos se agitaron en un vórtex. Posteriormente se 

procedió a la lectura de las muestras, de los controles muestra y de los controles sustrato 

en el espectrofotómetro a una longitud de onda de 410 nm. 



 

21 
 

Las lipasas (LIP) son esterasas que participan en el catabolismo de grasas y aceites, ya 

que rompen y modifican los enlaces éster de lípidos y sus derivados. Realizan la hidrolisis 

del triacilglicerol a diacilglicerol y a monoacilglicerol, ácidos grasos y glicerol. Así mismo 

participan en reacciones de síntesis y transesterificación de acilglicéridos y fosfoglicéridos. 

Estas enzimas pueden tener actividad intracelular o extracelular (Sánchez-Ferrer, 1998). 

Para determinar la actividad de la LIP, se pesaron 2 g de residuo minero en tubos Falcon 

de 50 mL, se adicionaron 30 mL de MUB 1X ajustado a un pH 6 para todas las muestras 

provenientes de la zona rizosférica de R. luteola, de la zona desprovista de vegetación y de 

la zona rizosférica de A. fistulosus. Las muestras se agitaron horizontalmente por 30 min a 

120 rpm. Posteriormente se tomaron 670 µL del homogeneizado (muestra con MUB 1X), 

se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 mL y se agregaron 670 µL de pNP-nitrofenil 

butirato. Por cada muestra se prepararon tres controles muestra, se tomaron 670 µL del 

homogeneizado, se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 mL, a cada uno se agregaron 670 

µL del MUB 1X al pH correspondiente. De igual manera fueron preparados tres controles 

por ensayo y se agregaron 670 µL de pNP-nitrofenil butirato en los tubos Eppendorf de 1.5 

mL; se adicionaron 670 µL de MUB 1X. Los tubos Eppendorf se incubaron en forma vertical 

con agitación a 250 rpm por 4 h a una temperatura de 25°C. Finalizada la incubación los 

tubos fueron centrifugados a 10,000 rpm por 2 min. 

Para llevar a cabo la lectura de la actividad enzimática se tomaron 750 µL del centrifugado 

y se colocaron en tubos Falcon de 15 mL, se adicionaron 3 mL de agua MQ y 75 µL de 

NaOH 1N para detener la reacción. Los tubos se agitaron en un vórtex y posteriormente se 

procedió a la lectura de las muestras, de los controles muestra y de los controles sustrato 

en el espectrofotómetro a una longitud de onda de 410 nm. 

Las polifenoloxidasas (POX) son enzimas que tienen una especificidad de sustrato muy 

baja y catalizan la oxidación de compuestos aromáticos, usando oxígeno como el aceptor 

final de electrones, considerados recalcitrantes en sustratos más fácilmente disponibles 

para su mineralización. En general, las bacterias y los hongos despliegan POX para 

degradar y desintoxicar contaminantes aromáticos y así obtener C y energía; por lo tanto, 

son sensibles a la contaminación y pueden utilizarse como bioindicadores de la calidad de 

los suelos y la salud del ecosistema (Sinsabaugh, 2010; Luo et al., 2017). Para determinar 

la actividad POX se pesaron 2 g de sustrato minero en tubos Falcon de 50 mL, se 

adicionaron 30 mL de MUB 1X ajustado a un pH 6 para todas las muestras provenientes de 

la zona rizosférica de R. luteola, la zona desprovista de vegetación y la zona rizosférica de 
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A. fistulosus. Las muestras se agitaron horizontalmente por 30 min a 120 rpm. 

Posteriormente se tomaron 670 µL del homogeneizado (muestra con MUB 1X), se 

colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 mL y se agregaron 670 µL de ABTS (2 ,́2 -́Anzino-bis 

ácido 3-etilbenzotiazolina-6 sulfónico). Por cada muestra se prepararon tres controles 

muestra, se tomaron 670 µL del homogeneizado y se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 

mL, a cada uno se agregaron 670 µL del MUB 1X al pH correspondiente. De igual manera 

fueron preparados tres controles por ensayo y se agregaron 670 µL de ABTS en los tubos 

Eppendorf de 1.5 mL, se adicionaron 670 µL de MUB 1X. Los tubos Eppendorf se incubaron 

en forma vertical con agitación a 250 rpm por 4 h a una temperatura de 25°C. Finalizada la 

incubación los tubos fueron centrifugados a 10,000 rpm por 3 min, posteriormente se 

procedió a la lectura de las muestras, de los controles muestra y de los controles sustrato 

en el espectrofotómetro a una longitud de onda de 460 nm. 

La actividad deshidrogenasa (DES), evaluada por el método de Trevors et al. (1982) 

modificado por García et al. (1993), es un indicador del sistema redox microbiano; suele 

considerarse como un buen exponente de las actividades oxidativas del suelo y un indicador 

general de la actividad microbiana. Existe una alta correlación entre esta actividad y la 

respiración del suelo. Para determinar la actividad de la DES se pesó 1 g de residuo minero 

en tubos cónicos de 15 mL forrados con papel aluminio, se adicionó a cada muestra 1 mL 

de la solución trifeniltetrasodio, se preparó un control muestra por cada muestra y se agregó 

1 mL de amortiguador Tris-HCl. También se prepararon tres controles sustrato por ensayo, 

a cada uno se le adicionó 1 mL de la solución trifeniltetrasodio Todos los tubos cónicos 

fueron incubados en agitación a 180 rpm por 24 h de manera vertical. Después de la 

incubación a cada tubo se le adicionaron 8 mL de acetona y se agitó horizontalmente a 200 

rpm durante 2 h. Finalizada la agitación los tubos fueron centrifugados a 3,000 rpm por 2 

min; posteriormente se procedió a la lectura de las muestras, de los controles muestra y de 

los controles sustrato en el espectrofotómetro a una longitud de onda de 546 nm. 

La microbiota heterótrofa necesita una fuente constante de energía, la cual proviene de la 

transformación de la materia orgánica como celulosa, proteínas, nucleótidos y compuestos 

humificados. Las reacciones que se encargan del aporte de energía en la célula son 

reacciones redox; un ejemplo de estas reacciones es la respiración, que es la oxidación de 

la materia orgánica por microorganismos aerobios de donde derivan en productos finales el 

CO2 y el agua. Por lo tanto, las actividades metabólicas de los microorganismos heterótrofos 

del suelo se pueden cuantificar midiendo la producción de CO2 o el consumo de O2 (Vance 
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et al., 1987). Para determinar la mineralización de carbono se pesaron 10 g de residuo 

minero dentro de tubos de PVC, los sustratos fueron humedecidos a capacidad de campo; 

dentro de un frasco de conserva se colocó el tubo de PVC y un vial (trampa) con 10 mL de 

NaOH 0.5 N, la tapa del vial también se colocó dentro del frasco. Los frascos fueron tapados 

y se incubaron a 25°C durante 8 días. Transcurrido el tiempo de incubación los frascos se 

sacaron de la incubadora y se destaparon, con unas pinzas se sacaron los viales y se 

taparon. Posteriormente se agregaron 5 mL de BaCl2 1N, 3 gotas de fenolftaleína a cada 

vial; finalmente se tituló el NaOH residual con HCl 1N, para de esta forma ser cuantificada 

por diferencia el CO2 capturado por el NaOH. 

3.4. Identificación molecular y análisis de la comunidad fúngica total en los sustratos 

mineros y en tejido radical de Reseda luteola y Asphodelus fistulosus 

Para el análisis molecular se partió de muestras compuestas de raíces de R. luteola y A. 

fistulosus para la extracción de DNA total por especie; previamente las raíces fueron 

desinfectadas superficialmente (Ban et al., 2012). El DNA total tanto de las raíces como de 

los residuos mineros se extrajo con base en el método del CTAB (Allers y Litchen, 2000 

modificado por Rodríguez-Tovar et al., 2005) y fue almacenado a -20 °C. En el laboratorio 

RTL Genomics (Ludobbok, Texas) fue amplificado el ITS (~300 bp) con los iniciadores ITS1f 

(5´-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3´) e ITS2r (5´- GCTGCGTTCTTCATCGATGC -3´), 

de acuerdo con los protocolos descritos por el EarthMicrobiome Project (EMP, 

www.earthmicrobiome.org) (White et al., 1990). Las secuencias fueron obtenidas por la 

plataforma Ilumina MiSeq, se analizaron a través de la plataforma QIIME2 versión 2019.7, 

fueron filtradas (q2-demux plugin) y “denoisadas” (eliminación del ruido) con DADA2 

(Callahan et al., 2016). Las secuencias que no superaron el filtro de calidad fueron 

descartadas y las que sí lo superaron fueron organizadas en amplicon single variants (ASV), 

un equivalente de “especie o taxón”. Los ASV fueron ubicados en sus grupos taxonómicos 

correspondientes (reino, filo, clase, orden, familia, género y especie) según la base de datos 

UNITE (versión 8.0) (Nilson et al., 2018). El análisis de diversidad alfa, abundancia relativa 

y riqueza fue generado considerando el número de ASV en las muestras y bajo un ambiente 

de Rstudio (versión 1.0.143) (McMurdie y Holmes, 2013). 

http://www.earthmicrobiome.org/
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3.5. Aislamiento, purificación, caracterización e identificación molecular de hongos 

endófitos septados oscuros cultivables del interior de las raíces de Reseda luteola y 

Asphodelus fistulosus 

Las raíces de R. luteola y A. fistulosus se lavaron con agua corriente hasta eliminar restos 

de residuos mineros. Las raíces se desinfectaron superficialmente con etanol (99%) por 1 

min, peróxido de hidrógeno (35%) por 5 min, etanol (99%) por 30 s, y finalmente se 

enjuagaron en tres ocasiones con agua desionizada estéril (Ban et al., 2012). 

Posteriormente, se cortaron las raíces en unidades de 1.5 cm de largo; se hicieron 

incisiones longitudinales y transversales en cada segmento antes de ser depositados en 

Rosa de Bengala (Difco) más el antibiótico ampicilina (250 mg L-1) para inhibir el crecimiento 

bacteriano. Se cultivó un total de 300 fragmentos de raíces por cada especie vegetal; en 

cada caja de cultivo fueron depositados cinco fragmentos. La incubación se hizo en 

oscuridad a 28 °C durante 10 días hasta apreciar crecimiento fúngico.  

Los hongos aislados de campo poseen información genética heterogénea, y esto puede 

conducir a variabilidad celular y cambios en sus características físicas, fisiológicas y 

bioquímicas (Cortez-Madrigal et al., 2003). Debido a ello, los hongos ESO aislados de las 

raíces fueron purificados usando cultivos monohifales, mediante el método punta de hifa, 

para tener aislados genéticamente homogéneos, con estabilidad en sus características 

(Ayala-Zermeño et al., 2012). Los aislados fúngicos fueron sembrados en medio PDA 

natural, a 28°C durante cinco días. Con un estereomicroscopio bajo condiciones de 

esterilidad, fueron observados los bordes de la colonia para seleccionar los extremos de las 

hifas; con un alfiler desinfectado se tomó el segmento conteniendo la punta de una sola hifa 

y se transfirió en otra caja con PDA. Los aislados se incubaron a 28 °C; a las 72 h se hicieron 

observaciones a 40X para corroborar que el crecimiento fuera originado por una única hifa, 

sin contaminación. Una vez que se obtuvieron los cultivos puros, los hongos se 

resembraron para ensayos posteriores. Finalmente, los hongos fueron almacenados en 

PDA natural y en agua, a una temperatura de 4°C y a temperatura ambiente, 

respectivamente. 

Los aislados se sembraron en medio PDA (20 °C por 7 días) para describir las siguientes 

características macromorfológicas de las colonias: presencia de pigmento en el anverso y 

reverso; aspecto de la superficie (algodonoso, aterciopelado, pulverulento, granuloso, 

velloso, etc.); superficie (plana, acuminada, umbilicada, crateriforme, etc.) y liberación de 

exudados (Mier et al., 2013). 
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De igual manera, se realizó una caracterización micromorfológica de los diferentes aislados 

fúngicos para lo cual se elaboraron microcultivos. Fue preparado PDA en cajas de cultivo 

con un espesor de 2 mm; solidificado el medio, se cortaron con un bisturí cuadrados de 1 

cm2, y fueron depositados sobre un portaobjetos estéril. Posteriormente, se inocularon con 

un asa estéril pequeñas fracciones del hongo en los costados del cuadrado de medio y se 

cubrió el microcultivo con un cubreobjetos. Los microcultivos fueron depositados sobre una 

varilla de vidrio doblada dentro de una caja Petri estéril con glicerol al 10% y fueron 

incubados a 28 °C durante 7 días. A continuación, los microcultivos fueron observados al 

microscopio cerca de un mechero; se tomó el cubreobjetos con una pinza flameada de 

alcohol al 70% y se colocó sobre una gota de azul de lactofenol en un portaobjetos. La 

micromorfología de cada uno de los hongos incluyendo las estructuras reproductoras se 

observó a 40X (Mier et al., 2013). Se utilizaron claves dicotómicas para lograr identificar las 

características de los hongos ESO: pigmentos de color oscuro, estructura hifal apretada y 

sinuosa, hifas hialinas y delgadas con cuerpos lipídicos en su interior, así como conidios 

pigmentados oscuros (Jumpponen y Trappe, 1998; Barrow y Aaltonen, 2001; Barrow, 

2003). 

Para la identificación molecular, se produjo micelio fresco de cada aislado fúngico 

previamente purificado y caracterizado a partir de cultivos en PDA, incubados por 10 días 

a 25°C en la oscuridad. El DNA de los ESO se extrajo según el método CTAB (Allers y 

Litchen, 2000; modificado por Rodríguez-Tovar et al., 2005) y fue amplificada la región 

ITS1-5.8S-ITS2 DNAr con los iniciadores ITS1 (5´-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3´) e ITS4 

(5´-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3´). La reacción de PCR se hizo en un termociclador 

Maxy Gene Gradient (EEUU); la mezcla de reacción tuvo un volumen final de 50 µL, con 23 

µL de agua destilada estéril, 1 µL de DNA fúngico (50-100 ng), 1 µL de cada iniciador a 1 

µg mL-1, 25 µL del 2X PCR Super Mix (GeneDirex). El programa de amplificación 

comprendió una desnaturalización inicial a 95°C por 10 min, 35 ciclos de desnaturalización 

a 95°C por 1 min, hibridación a 55°C por 1 min, una extensión inicial a 72°C por 1 min y una 

extensión final a 72°C por 7 min. El producto de la PCR se analizó por electroforesis en gel 

de agarosa (1%), teñido con SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen); los amplicones se 

visualizaron en un transiluminador bajo luz UV. Los productos de la PCR fueron enviados 

a Macrogen In (Geumcheon-gu, Seúl) para la purificación y secuenciación bidireccional por 

el método de Sanger. 
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3.5.1. Análisis filogenético de las secuencias ITS de los aislados fúngicos de las 

raíces de Reseda luteola y Asphodelus fistulosus 

Las secuencias del ITS de cada colonia fúngica fueron editadas con el programa Sieview 

4.1 y el programa BioEdit Sequence versión 7.0.5.2. Se llevó a cabo la búsqueda de los 

homólogos de las secuencias en la plataforma Nucleotide BLAST. Se siguieron los 

siguientes parámetros: la base de datos Nuleotide collection (nr/nt); se eligió el taxid: 4890 

(Ascomycota) excluyendo las secuencias de muestras no cultivadas; el programa de 

selección fue Megablast; los parámetros de algoritmo fueron los determinados por el 

programa Megablast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). El alineamiento de las 

secuencias se realizó con el programa Unipro UGENE v1.32.0 (http://ugene.net/). La 

determinación del modelo evolutivo se realizó con el programa jModel Test 2.1.10 

v20160303. A continuación, se determinó el criterio de Máxima Parsimonia, utilizando el 

programa PhyML_3.0. Para la elaboración del árbol filogenético se consideraron los 

siguientes parámetros: 1,000 bootstrap y como grupo externo Aspergillus flavus (Galtier et 

al., 1996, Rigo et al., 2002; Posada y Crandall, 1998).  

3.6. Tolerancia a plomo y cadmio por los hongos endófitos septados oscuros 

aislados de Reseda luteola y Asphodelus fistulosus 

Se evaluó la tolerancia contra el Pb y el Cd de los aislados fúngicos AF04 (Colletotrichum 

sp.), AF06 (Setophoma sp.), AF27 (Acrocalymma-Rhizopycnis sp.), AF28 (Stemphylium 

sp.) y RL19 (Alternaria sp.), representantes de los hongos ESO procedentes de las raíces 

de R. luteola y A. fistulosus. Se utilizó el medio de cultivo mínimo Mellin-Norkrans 

modificado (MMN) (Marx, 1969; Ban et al., 2012) y se ajustó a pH 7. Se utilizaron tres 

concentraciones para cada EPT; en cuanto al Pb fueron 71.5 mg Pb L-1, 143 mg Pb L-1 y 

214.5 mg Pb L-1, y para el caso del Cd fueron 3.3 mg Cd L-1, 6.6 mg Cd L-1 y 9.9 mg Cd L-1; 

además, los hongos también fueron cultivados en ausencia de metales (SM). Las 

concentraciones de cada EPT se eligieron con base en las concentraciones determinadas 

en el sustrato minero de los dos sitios de establecimiento de R. luteola y A. fistulosus. El Pb 

se adicionó como PbCl2 y el Cd como CdCl2. Los discos de micelio se obtuvieron a partir de 

aislados fúngicos sembrados en PDA a 20°C por 14 días. Obtenida una colonia fúngica 

homogénea se llevaron a cabo 30 cortes circulares en los bordes de la colonia fúngica, por 

aislado. Para el experimento de tolerancia a Pb y Cd, cada caja con medio MMN fue 

inoculada con un disco de micelio e incubada a 20±1 °C durante 14 días. Se evaluaron las 

siguientes variables para cada aislado fúngico: 
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a) Velocidad de crecimiento radial (Mier et al., 2013): a partir del tercer día fue 

registrado el crecimiento radial ocurrido en 14 días en la intersección de los ejes 

perpendiculares del diámetro 1 (D1) y del diámetro 2 (D2) de cada crecimiento 

colonial. 

b) Producción de biomasa fúngica (Mier et al., 2013): La colonia crecida después de 

14 días se colocó en una charola de plástico con peso conocido y se deseco a 90°C 

por 5 días al obtener un peso constante. El peso seco se calculó por la diferencia 

del peso inicial y el peso final.  

3.7. Evaluación de la solubilización de fosfato por los aislados fúngicos de Reseda 

luteola y Asphodelus fistulosus en presencia y en ausencia de plomo y cadmio  

Se evaluó la solubilización de fosfato de los aislados fúngicos AF04 (Colletotrichum sp.), 

AF06 (Setophoma sp.), AF27 (Acrocalymma-Rhizopycnis sp.), AF28 (Stemphylium sp.) y 

RL19 (Alternaria sp.), en presencia de Pb y Cd. En el ensayo las concentraciones de Pb y 

Cd utilizadas fueron 143 mg Pb L-1 y 6.6 mg Cd L-1, respectivamente. Se utilizó el medio de 

cultivo Pikovskaya-agar modificado (Nopparat et al., 2009; Hernández-Leal et al., 2011) que 

está compuesto por una solución base integrada por (NH4)2SO4 (0.5 g), KCl (0.2 g), 

MgSO4·7H2O (0.1 g), MnSO4·H2O (0.004 g), NaCl (0.2 g), D-Glucosa (10 g), FeSO4·7H2O 

(0.002 g), extracto de levadura (0.5 g), cloranfenicol (0.1 g, Pfizer), agar(18 g) y agua 

destilada (900 mL), así como por una solución de fosfato conformada por goma arábiga (0.5 

g), fosfato de calcio (β-fosfato tricálcico (Ca3(PO4)2) 0.5 g) y agua destilada (100 mL). El 

medio de cultivo se ajustó a niveles de pH determinados en cada uno de los dos sitios de 

estudio, los cuales oscilaron entre pH 6 y pH 8; se agregó un tratamiento testigo sin Pb y 

sin Cd. Cada solución fue esterilizada por separado en autoclave durante 15 min a 22 psi y 

121 °C, y posteriormente fueron mezcladas en cajas Petri. Cada caja fue inoculada con un 

disco de micelio de cada aislado fúngico correspondiente; se incubó en oscuridad a 20 °C 

por 12 días. El diámetro de la colonia se midió a los días 4, 6 y 12 días de incubación. Para 

cada aislado fúngico se evaluó el índice de eficiencia relativa de solubilización de fosfato 

(ERS), con la siguiente fórmula: (Diámetro del halo / Diámetro de la colonia) * 100. Este 

índice permite conocer el radio de acción del hongo sobre el sustrato, expresado en 

porcentaje, en relación con el tamaño de la colonia.  

3.8. Análisis estadísticos 

Se utilizaron análisis de varianza de una sola vía (ANOVA) para comparar las medias entre 

los tres sitios y entre los tratamientos de los aislados fúngicos. Cuando se notaron 
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diferencias significativas se realizó una prueba de Fisher LSD (p <0.05). Los datos se 

analizaron utilizando el programa estadístico SigmaPlot versión 12.0. 
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Capítulo 4. Resultados 

4.1. Caracterización de los residuos mineros 

4.1.1. Propiedades físicas y químicas de los sustratos mineros 

Las características físicas de los sustratos difirieron entre los tres sitios, excepto en la 

densidad aparente (Tabla 1). La humedad de los sustratos fue 40% menor en AF con 

respecto a los otros sitios (Tabla 1). La distribución en el tamaño de partículas mineras 

difirió entre los tres sitios, donde particularmente bajo AF se observó el mayor porcentaje 

de arenas y el menor porcentaje de partículas tamaño arcilla (Tabla 1); la clase textural para 

AF fue franco arenosa, para RL fue arcillosa y en el sitio DV fue franco arcillo arenosa. La 

conductividad eléctrica en el sitio sin vegetación fue significativamente más elevada 

(p<0.001) que en los dos sitios vegetados. El sitio RL presentó un pH neutro, en tanto que 

en los sitios DV y AF fue moderadamente alcalino (Tabla 1). 

Tabla 1. Propiedades físicas y químicas en los tres sitios del Jal Viejo; DV: sitio desprovisto 

de vegetación, RL: sitio vegetado con Reseda luteola; AF: sitio vegetado con Asphodelus 

fistulosus (media±ES; n=3). 

Propiedades DV RL AF F (p) 

Humedad (%) 8.27 ±0.30a 8.06 ±1.00a 4.75 ±0.10b 13.6 (0.01) 

Densidad aparente (g cm-3) 1.26 ±0.09a 1.30 ±0.07a 1.27 ±0.09a 0.57 (0.95) 

Arenas (%) 46.0 ±2.12b 43.7 ±3.96b 63.2 ±2.44a 13.1 (0.01) 

Arcillas (%) 31.6 ±1.67b 43.6 ±3.94a 17.3 ±1.83c 24.1 (0.001) 

Conductividad eléctrica (µS cm-1) 1485 ±107a 128 ±1.41b 498 ±217b 25.1 (0.001) 

pH (H2O) 8.13 ±0.11a 7.00 ±0.58a 8.15 ±0.17a 3.44 (0.10) 

Para cada propiedad, diferentes letras indican diferencias significativas entre sitios según 
la prueba de LSD de Fisher (p < 0.05); F: Diferencia de cuadrados medios. 

4.1.2. Concentración total y coeficiente de nutrientes en sustratos mineros y en 

biomasa vegetal 

La concentración de C total en el sitio vegetado RL fue significativamente la más elevada 

(8.74 mg g-1) y en el sitio DV la más baja (1.94 mg g-1). El N y el P totales no mostraron 

diferencias entre los tres sitios (Tabla 2). Los cocientes C/N y C/P en el sitio vegetado RL 

fueron significativamente mayores con respecto a los sitios DV y AF. Asimismo, el sitio RL 

exhibió el contenido más alto de C en el sustrato minero (511 g C m-2), mientras que el sitio 

DV sólo alcanzó 110 g C m-2. El N y el P almacenados en el sustrato no presentaron 

diferencias entre sitios (Tabla 2). Las concentraciones de C y N en los tejidos vegetales 
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fueron iguales entre las plantas R. luteola y A. fistulosus (Tabla 2); sin embargo, el P fue 

significativamente más alto en R. luteola que en A. fistulosus. El cociente C/P fue 

significativamente mayor en la biomasa de A. fistulosus que en R. luteola (Tabla 2). 

Tabla 2. Concentración total y coeficientes de nutrientes en sustratos mineros y en biomasa 

vegetal en tres sitios del Jal Viejo. DV: sitio desprovisto de vegetación; RL: sitio de Reseda 

luteola; AF: sitio de Asphodelus fistulosus (media±ES; n=3). 

Nutrientes  DV RL AF F (p) 

Concentración total de nutrientes en el sustrato minero 

C (mg g-1) 1.94 ±0.27b 8.74 ±3.66a 4.13 ±1.67ab 6.45 (0.03) 

N (mg g-1) 0.43 ±0.31a 0.16 ±0.08a 0.36 ±0.18a 1.30 (0.34) 

P (mg g-1) 0.22 ±0.05a 0.31 ±0.04a 0.27 ±0.06a 2.36 (0.18) 

Relación estequiométrica de nutrientes en el sustrato minero 

C/N 13.7 ±6.43b 56.0 ±2.35a 12.4 ±1.52b 12.5 (0.01) 

C/P 8.58 ±0.69b 27.8 ±2.89a 14.9 ±0.96b 9.83 (0.01) 

N/P 2.25 ±0.59a 0.51 ±0.07a 1.32 ±0.17a 2.00 (0.22) 

Contenido de nutrientes en el sustrato minero  

C (g C m2) 110 ±46.5b 511 ±71.4a 237 ±31.8ab 6.65 (0.03) 

N (g N m2) 24.6 ±5.93a 9.50 ±1.56a 20.8 ±3.41a 1.25 (0.35) 

P (g P m2) 12.4 ±0.99a 17.9 ±0.80a 15.4 ±1.05a 2.84 (0.13) 

Concentración total de nutrientes en biomasa vegetal 

C (mg g-1) - 408 ±5.19a 418 ±0.06a 1.27 (0.32) 

N (mg g-1) - 12.0 ±0.04a 8.95 ±0.68a 6.94 (0.06) 

P (mg g-1) - 1.75 ±0.08b 0.81 ±0.03a 42.3 (0.01) 

Relación estequiométrica de nutrientes en biomasa vegetal 

C/N (mg g-1) - 33.8 ±0.52a 48.1 ±3.23a 6.39 (0.06) 

C/P (mg g-1) - 237 ±13.8b 517 ±17.1a  54.1 (0.01) 

 N/P (mg g-1) - 6.99 ±0.32a 11.2 ±1.13a 4.25 (0.11) 

C: Carbono; N: Nitrógeno; P: Fósforo. 
En cada fila, las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes según 
la prueba de Fisher LSD (p<0.05); F: Diferencia de cuadrados medios.   
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4.1.3. Concentración de elementos potencialmente tóxicos en los sustratos mineros, 

tejidos vegetales y factor de bioconcentración 

Los niveles más altos de todos los elementos analizados (Pb, Cd, Zn, As, Cu, Fe y Mn) se 

observaron en el sitio sin cobertura vegetal; estos niveles fueron significativamente 

diferentes comparados con los sitios vegetados, excepto en el caso del Fe (Tabla 3). En los 

sustratos vegetados por R. luteola y por A. fistulosus hubo un decremento del 48-85% y del 

2-46%, respectivamente, en la concentración de EPT respecto al sustrato no vegetado 

(Tabla 3). 

El contenido de Pb fue significativamente diferente entre los sustratos de los tres sitios, con 

niveles máximos en DV (3,984 mg kg-1), intermedios en AF (2,656 mg kg-1) y bajos en RL 

(853 mg kg-1). El Cd también alcanzó niveles diferentes entre sitios con 62.9 mg kg-1 en DV, 

41.7 mg kg-1 en AF y 15.5 mg kg-1 en RL. El sitio DV presentó los niveles más altos de Zn 

con 9,738 mg kg-1, pero estos niveles fueron 43% y 81% inferiores en AF y RL, 

respectivamente. En As, las concentraciones fueron mayores en DV y AF (295-302 mg kg-

1), que en RL (63.2 mg kg-1). El Cu fue significativamente superior en DV (283 mg kg-1), con 

respecto a AF y RL (148-175 mg kg-1). Las concentraciones de Fe fluctuaron entre 42,049 

y 49,398 mg kg-1, sin diferencias entre sitios. Finalmente, el Mn fue más alto en DV y AF 

(1,599-1,759 mg kg-1) en comparación con RL (953 mg kg-1). 
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Tabla 3. Concentraciones totales de elementos potencialmente tóxicos en los tres sitios de 

estudio del Jal Viejo; DV: sitio desprovisto de vegetación, RL: sitio vegetado con Reseda 

luteola; AF: sitio vegetado con Asphodelus fistulosus (media±ES; n=3). 

 

EPT 

(mg kg-1) 

DV RL  AF F (p) 

 

Pb 

 

3,984 ±306a 

 

853 ±250b 

 

2,656 ±151c 

 

8.91 (0.02) 

 (100 %)  (66 %) (34 %)  

Cd 62.9 ±4.37a 15.5 ±2.81b 41.7 ±1.71c 14.4 (<0.01) 

 (100 %) (75 %)  (34 %)  

Zn 9,738 ±741a 1,887 ±565b 5,551 ±326b 10.6 (0.01) 

 (100 %) (81 %) (43 %)  

As 302 ±49.9a 63.2 ±14.8b 295 ±33.9a 11.4 (<0.01) 

 (100 %) (79 %) (2 %)  

Cu 283 ±27.3a 148 ±25.5b 175 ±10.3b 10.2 (0.01) 

 (100 %) (48 %) (38 %)  

Fe 49,398 ±2,415a 42,049 ±743a 46,720 ±1,629a 4.59 (0.06) 

 (100 %) (54 %) (46 %)  

Mn 1,759 ±48.6a 953 ±281b 1,599 ±56.2a 6.47 (0.03) 

 (100 %) (85 %) (15 %)  

Para cada EPT, diferentes letras indican diferencias significativas entre sitios según la prueba de 
LSD de Fisher (p < 0.05); F: Diferencia de cuadrados medios. Las cifras en negritas, entre paréntesis, 
indican la disminución de la concentración en porcentaje de cada PTE en los sitios RL y AF en 
relación con el sitio DV. 
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Las concentraciones totales de Pb, Cd, Zn, As, Cu, Fe y Mn acumulados en los tejidos de 

R. luteola y de A. fistulosus se observan en la tabla 4. A. fistulosus acumuló en raíces y en 

tejidos aéreos cantidades más elevadas de los dos EPT no esenciales en los sistemas 

vivos, Pb y Cd, en comparación con R. luteola. La concentración de Pb en los tejidos aéreos 

de R. luteola fue 1.5 veces mayor que en las raíces; en contraste, en las raíces de A. 

fistulosus el Pb total fue 2.6 veces más elevado que en los tejidos aéreos. En R. luteola 

hubo menor acumulación de Cd en las raíces (1.44 mg kg-1) que en los tejidos aéreos (4.92 

mg kg-1); por su parte, las raíces de A. fistulosus mostraron una menor acumulación de Cd 

(17.8 mg kg-1) que los tejidos aéreos (35.1 mg kg-1). La acumulación de Zn total fue mayor 

en los tejidos aéreos (59-79%) que en las raíces (21-41%) de las dos plantas. El As en R. 

luteola estuvo por debajo del límite de detección (0.52 mg kg-1); en A. fistulosus se 

detectaron concentraciones de As muy cercanas al comparar raíces y tejidos aéreos (2.03-

2.13 mg kg-1). R. luteola acumuló un total de 31.4 mg kg-1 de Cu en sus tejidos, mientras 

que A. fistulosus alcanzó 86.6 mg kg-1; ambas plantas acumularon más Cu en tejidos aéreos 

que en raíces. El Fe y Mn también se acumularon más en tejidos aéreos que en raíces de 

las dos plantas; ambos elementos alcanzaron niveles muy cercanos en ambas especies: 

633-693 mg kg-1 de Fe y 107-158 mg kg-1 de Mn.  

Con relación al factor de bioconcentración, R. luteola, tuvo valores menores a 1 en Pb, Cd, 

Zn, Cu, Fe y Mn (Tabla 4); sin embargo, el factor de translocación mostró niveles mayores 

a 1 en Pb (1.49), Cd (3.41), Zn (3.78), Cu (3.46), Fe (2.18) y Mn (7.19). En A. fistulosus, el 

factor de bioconcentración más alto fue en Cd (0.43); asimismo, el factor de translocación 

fue mayor a 1 en Cd (1.97), Zn (1.45), Cu (1.19), Fe (1.42) y Mn (2.75). 
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Tabla 4. Acumulación de elementos potencialmente tóxicos (EPT) en tejidos vegetales de Reseda luteola y Asphodelus fistulosus (n 

= 3), y factores de bioconcentración (FBC) y translocación (FT). 

- Concentración inferior al límite de detección de 0.52 mg kg-1. FBC: Relación entre la concentración de EPT en las raíces de las plantas y la 
concentración de EPT en los residuos mineros. FT: Relación entre la concentración de PTE en tejidos aéreos (brotes) y la concentración de PTE en 
las raíces. 

EPT 
(mg kg-1) 

Reseda luteola Asphodelus fistulosus  

Sustrato Raíz Brotes Raíz+Brotes FBC FT Sustrato Raíz Brotes Raíz+Brotes FBC FT 

Pb 853 9.56 14.2 23.8 0.01 1.49 2,656 94.5 36.1 131 0.04 0.38 

Cd 15.5 1.44 4.92 6.37 0.09 3.41 41.7 17.8 35.1 52.9 0.43 1.97 

Zn 1,887 45.4 172 217 0.02 3.78 5,551 240 347 587 0.04 1.45 

As 63.2 - - - ND ND 295 2.03 2.13 4.16 0.01 ND 

Cu 148 7.03 24.3 31.4 0.05 3.46 175 14.3 71.7 86.6 0.08 1.19 

Fe 42,049 199 434 633 <0.01 2.18 46,720 287 406 693 0.01 1.42 

Mn 953 19.3 139 158 0.02 7.19 1,599 28.6 78.6 107 0.02 2.75 
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4.1.4. Actividad microbiana en los sustratos mineros 

La actividad β-GLU fue significativamente superior en el sitio vegetado AF (0.39 µmol pNP 

g-1 h-1), en relación con RL y DV (0.04-0.06 µmol pNP g-1 h-1). Las actividades enzimáticas 

de LIP, POX y FME no mostraron diferencias significativas entre los sitios estudiados; en 

los dos sitios vegetados, sin embargo, se apreció una clara tendencia al decremento de LIP 

y al incremento de FME al compararse con el sitio no vegetado (Figura 2). En el mismo 

sentido, la actividad DES fue considerablemente más elevada (P<0.001) en el sitio 

vegetado AF (13.1 µmol TPF g-1 h-1), en comparación con los sitios DV (5.10 µmol TPF g-1 

h-1) y RL (2.41 µmol TPF g-1 h-1). La mineralización de carbono fue más elevada en el sitio 

AF (15.1 μg C g-1 d-1), respecto a los sitios DV (11.3 μg C g-1 d-1) y RL (10.6 μg C g-1 d-1) 

(Figura 2). 

 

Figura 2. Actividad enzimática y mineralización de carbono en los residuos mineros de los 

tres sitios de estudio del Jal Viejo; DV: sitio desprovisto de vegetación, RL: sitio vegetado 

con Reseda luteola; AF: sitio vegetado con Asphodelus fistulosus (media±ES; n=3).  



 

36 
 

4.2. Identificación molecular y análisis de la comunidad fúngica en los sustratos 

mineros y en tejido radical de Reseda luteola y Asphodelus fistulosus 

El análisis de la diversidad fúngica en los sustratos aledaños a las raíces, así como en el 

interior de las raíces de las dos plantas, produjo un total de 225,352 lecturas en bruto y 

139,119 lecturas filtradas no quiméricas (Tabla 5). En los sustratos mineros, fuera de la 

raíz, el sitio vegetado RL presentó el mayor número de ASV (82), el sitio no vegetado DV 

tuvo casi la mitad del número de ASV (40) que el sitio RL; el número más bajo de ASV (19) 

lo presentó el sitio vegetado AF. La comunidad fúngica en el interior de la raíz de A. 

fistulosus (AFi) fue taxonómicamente más rica (47 ASV), que en el interior de las raíces de 

R. luteola (RLi) con 36 ASV. El índice de diversidad de Shannon-Wiener fue más elevado 

en los dos sitios vegetados que en el sitio desprovisto de vegetación. El sitio vegetado RL 

tuvo la diversidad fúngica más elevada (2.62) y un índice de Simpson de 0.15, mientras que 

el sitio vegetado AF presentó una diversidad fúngica de 2.51 y un índice de Simpson de 

0.11. El sustrato sin vegetación tuvo la menor diversidad fúngica (1.47) y un índice de 

Simpson de 0.34. En lo que concierne al interior de las raíces, AFi fue más diverso (2.96) 

con respecto a RLi (2.57); el interior de ambas raíces, AFi y RLi, presentó un índice de 

Simpson de 0.08 y 0.11 respectivamente. 

Tabla 5. Número de lecturas, ASV e índices de diversidad de la comunidad fúngica en tres 

sitios del Jal Viejo; DV: sitio no vegetado; RL: sitio vegetado con Reseda luteola; AF: sitio 

vegetado con Asphodelus fistulosus; RLi: interior de las raíces de Reseda luteola; AFi: 

interior de las raíces de Asphodelus fistulosus. 

Sitio 
Lecturas 
en bruto 

Lecturas 
Filtradas/No-quiméricas 

Número 
de ASV 

Índice 
Shannon-Wiener 

Índice 
Simpson 

DV 62785 54518 40 1.47 0.34 
RL 55445 41062 82 2.62 0.15 
AF 9133 5676 19 2.51 0.11 
RLi 39271 20900 36 2.57 0.11 
AFi 58717 16963 47 2.96 0.08 

 

En los diagramas de Venn de la figura 3 se muestran los ASV fúngicos exclusivos y 

compartidos entre los sustratos de los tres sitios (vegetados y no vegetado), así como los 

ASV exclusivos y compartidos entre el interior de las raíces de las dos plantas. Únicamente 

un ASV fue común a los tres sustratos. El sitio no vegetado DV tuvo 28 ASV exclusivos; 

compartió 10 ASV con el sitio RL y sólo uno con el sitio AF. El sitio RL presentó 68 ASV 

exclusivos y compartió 3 ASV con el sitio AF, en tanto que el sitio AF tuvo 14 ASV exclusivos 

(Figura 3a). El interior de las raíces de R. luteola y de A. fistulosus tuvo 20 y 31 ASV 
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exclusivos, respectivamente; ambos sistemas radicales compartieron 16 ASV (Figura 3b). 

Considerando la comunidad fúngica global de los sustratos mineros de los tres sitios, el sitio 

vegetado RL presentó una abundancia relativa del 45%, el sitio desprovisto de vegetación 

del 39% y al sitio vegetado AF solamente del 17%.  

 

Figura 3. Diagramas de Venn de (a) ASV fúngicos de los sustratos mineros no vegetado y 

adyacentes a las raíces de Reseda luteola y Asphodelus fistulosus; (b) ASV fúngicos del 

interior de las raíces de Reseda luteola y Asphodelus fistulosus. DV: sustrato minero 

desprovisto de vegetación; RL: sustrato minero de Reseda luteola; AF: sustrato minero de 

Asphodelus fistulosus; RLi: interior de la raíz de Reseda luteola; AFi: interior de la raíz de 

Asphodelus fistulosus.  
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La identidad y abundancia relativa de los taxa fúngicos en los sustratos y en el interior de 

las raíces se muestra en la figura 4. En el sitio desprovisto de vegetación, los fila más 

abundantes fueron Ascomycota (99%) y Mortierellomycota (1%); Sordariomycetes fue la 

clase más abundante (96%), seguida por Eurotiomycetes, Dothideomycetes, 

Morteriellomycetes y Leotiomycetes con un 4%; el orden predominante fue Hypocreales 

(96%), mientras que Nectriaceae (69%) e Incertae sedis (26%) fueron las familias más 

abundantes. En el sustrato del sitio RL los fila predominantes fueron Ascomycota (97%), 

Basidiomycota (2%) y Mortierellomycota (1%); Sordariomycetes (66%), Eurotiomycetes 

(19%), Leotiomycetes (9%) y Dothideomycetes (4%) fueron las clases más abundantes; los 

órdenes con mayor presencia fueron Hypocreales (64%), Eurotiales (19%) y Helotiales 

(9%), mientras que las familias más abundantes en el sitio RL fueron Aspergillaceae (28%), 

Nectriaceae (21%), Incertae sedis (19%) y Helotiaceae (14%). En el sitio AF, el único filo 

presente fue Ascomycota; las clases más abundantes fueron Sordariomycetes (63%), 

Eurotiomycetes (19%) y Dothideomycetes (7%); los órdenes con mayor presencia fueron 

Hypocreales (62%), Chaetothyriales (14%) y Pleosporales (7%). Las familias más 

abundantes en el sitio AF fueron Nectriaceae (53%), Herpotrichiellaceae (16%) e Incertae 

sedis (11%). En el interior de las raíces de R. luteola el filo con mayor presencia fue 

Ascomycota (99%), y sólo el 1% correspondió a Basidiomycota y Mortierellomycota; las 

clases más abundantes fueron Hypocreales (46%), Pleosporales (30%) y Xylariales (11%); 

las familias con mayor presencia fueron Incertae sedis (34%), Clavicipitaceae (15%), 

Diatrypaceae (14%) y Pleosporaceae (13 %). En el interior de las raíces de A. fistulosus, 

Ascomycota fue el filo más abundante (99%), seguido por Basidiomycota (1%); las clases 

con mayor presencia fueron Sordariomycetes (49%), Dothideomycetes (29%) y 

Leotiomycetes (17%); los órdenes más abundantes fueron Hypocreales (45%), 

Pleosporales (27%) y Heliotiales (18%); las familias con mayor presencia fueron Nectriacea 

(35%), Helotiaceae (18%), Pleosporaceae (17%) y Phaeosphaeriaceae (10%). Finalmente, 

no se logró determinar el nivel taxonómico del 25% de la comunidad fúngica considerando 

los tres sitios y las raíces de las dos plantas. 
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Figura 4. Identidad y abundancia relativa de los miembros de la comunidad fúngica presentes en el sustrato minero y dentro de las 

raíces de plantas establecidas en el Jal Viejo. DV: sitio no vegetado; RL: sitio vegetado con Reseda luteola; AF: sitio vegetado con 

Asphodelus fistulosus; RLi: interior de las raíces de Reseda luteola; AFi: interior de las raíces de Asphodelus fistulosus. 
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La comunidad fúngica de los sustratos mineros de los tres sitios, así como del interior de 

las raíces de R. luteola y de A. fistulosus conformó dos grupos (Figura 5). El primer grupo 

estuvo constituido por el sitio desprovisto de vegetación, mientras que en el segundo se 

agruparon las comunidades de los sustratos mineros de los sitios RL y AF, así como del 

interior de las raíces de las dos plantas. La comunidad fúngica del sitio RL fue más parecida 

al sitio desprovisto de vegetación. La comunidad fúngica del interior de las raíces de R. 

luteola fue más parecida a la de los sitios DV y RL, mientras que la comunidad del interior 

de las raíces de A. fistulosus fue más semejante a los sitios RL y AF. Los géneros más 

abundantes en los sitios DV, RL y AF fueron Fusarium, Sarocladium y Penicillium; los sitios 

DV y RL compartieron Alternaria y Mortierella. El género Stilbella sólo fue observado en el 

sitio DV, mientras que Scytalidium, Naganishia, Trechispora y Filobasidium estuvieron 

presentes en el sitio RL, y Exophiala en el sitio AF. R. luteola y A. fistulosus compartieron 

en el interior de sus raíces Alternaria, Scytalidium, Sarocladium y Fusarium. Metacordyceps 

fue observado sólo en el interior de las raíces de R. luteola; Exophiala y Naganishia fueron 

detectados en el interior de las raíces de A. fistulosus. Es de destacar que Penicillium estuvo 

presente en los sustratos, pero ausente en el interior de las raíces de las dos plantas; 

Fusarium y Sarocladium se detectaron tanto fuera como dentro de las raíces de ambas 

plantas. 
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Figura 5. Análisis de la distribución de la comunidad fúngica en los sustratos mineros y en 

el interior de las raíces de Reseda luteola y Asphodelus fistulosus. Los valores para cada 

taxón se describen según la intensidad del color. La abundancia se expresó como el valor 

de las secuencias objetivo a las secuencias filtradas totales para cada muestra. DV: sitio no 

vegetado; RL: sitio vegetado con Reseda luteola; AF: sitio vegetado con Asphodelus 

fistulosus; RLi: interior de las raíces de Reseda luteola; AFi: interior de las raíces de 

Asphodelus fistulosus. 
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4.3. Aislamiento, purificación, identificación molecular y caracterización de hongos 

endófitos septados oscuros cultivables del interior de las raíces de Reseda luteola y 

de Asphodelus fistulosus 

A partir de las raíces desinfectadas de ambas especies vegetales se observaron hongos 

endófitos creciendo en el medio de cultivo (Figura 6). De un total de 300 fragmentos de 

raíces de R. luteola, sólo en el 3.6% se presentó colonización por hongos microscópicos 

cultivables. Por su parte, de los 300 fragmentos de raíz de A. fistulosus, el 75.67% presentó 

colonización fúngica. Estos aislados mixtos fueron purificados. 

 

Figura 6. Hongos microscópicos desarrollados en el medio rosa de bengala procedentes 

del interior de las raíces de R. luteola (A) y de A. fistulosus (B), incubados en oscuridad a 

28°C durante 10 días. 

De los aislados mixtos se lograron purificar y caracterizar macro y micromorfológicamente 

61 hongos ESO procedentes de ambas plantas (Cuadro 1). De las raíces de R. luteola se 

aislaron 33 hongos con características de ESO (Figura 7), y de las raíces de A. fistulosus 

se aislaron 28 hongos con características de ESO (Figura 8). Los hongos ESO son septados 

y generalmente tienen hifas melanizadas; además, pueden formar microesclerocios que 

son estructuras densamente septadas. Cabe señalar que la mayoría de los aislados de 

hongos ESO presentaron una pérdida de esporulación (sectorización) y manifestaron un 

crecimiento de micelio esponjoso en las colonias. 
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Cuadro 1. Descripción fenotípica de los aislados fúngicos de endófitos septados oscuros 

purificados, cultivados en medio PDA, procedentes del interior de las raíces de Reseda 

luteola y de Asphodelus fistulosus. 

Aislados Reseda luteola 

RL-02 
Color de la colonia en el anverso y reverso, negro con borde blanco y negro, 
respectivamente; aspecto aterciopelado ligeramente lanoso en el centro; consistencia 
dura; superficie de la colonia, acuminada. Hifas septadas oscuras y algunas hialinas. 

RL-02a 
Color de la colonia en el anverso y reverso, café oscuro y café claro, respectivamente; 
aspecto velloso ligeramente lanoso al centro; consistencia media; superficie de la colonia, 
plana. Hifas septadas hialinas. 

RL-02b 
Color de la colonia en el anverso y reverso, marrón y café oscuro, respectivamente; 
aspecto aterciopelado ligeramente pulverulento; consistencia dura; superficie de la 
colonia, acuminada. Hifas septadas oscuras y hialinas. 

RL-03a 
Color de la colonia en el anverso y reverso, marrón y café oscuro, respectivamente; 
aspecto aterciopelado ligeramente pulverulento; consistencia dura; superficie de la 
colonia, acuminada. Hifas septadas oscuras y hialinas. 

RL-04 
Color de la colonia en el anverso y reverso, marrón y café oscuro, respectivamente; 
aspecto aterciopelado; consistencia dura; superficie de la colonia, acuminada. Hifas 
septadas oscuras y hialinas. 

RL-05 
Color de la colonia en el anverso y reverso, marrón y café oscuro, respectivamente; 
aspecto pulverulento ligeramente lanosa al centro; consistencia media; superficie de la 
colonia, acuminada. Hifas septadas hialinas. 

RL-06 
Color de la colonia en el anverso y reverso, café oscuro; aspecto aterciopelado 
ligeramente pulverulento; consistencia dura; superficie de la colonia, acuminada. Hifas 
septadas oscuras y hialinas. 

RL-08a 
Color de la colonia en el anverso y reverso, marrón y café oscuro, respectivamente; 
aspecto aterciopelado ligeramente pulverulento; consistencia dura; superficie de la 
colonia, acuminada. Hifas septadas hialinas. 

RL-08b 
Color de la colonia en el anverso y reverso, al principio café, al centro se oscurece y 
negro, respectivamente; aspecto velloso ligeramente flocoso al centro; consistencia 
media; superficie de la colonia, acuminada. Hifas septadas oscuras y hialinas. 

RL-08c 
Color de la colonia en el anverso y reverso, marrón y café oscuro, respectivamente; 
aspecto aterciopelado ligeramente pulverulento; consistencia dura; superficie de la 
colonia, acuminada. Hifas septadas hialinas. 

RL-08d 
Color de la colonia en el anverso y reverso, marrón y café oscuro, respectivamente; 
aspecto aterciopelado ligeramente pulverulento; consistencia dura; superficie de la 
colonia, acuminada. Hifas septadas hialinas. 

RL-08e 
Color de la colonia en el anverso y reverso, al principio café, al centro se oscurece y 
negro, respectivamente; aspecto velloso ligeramente flocoso al centro; consistencia 
media; superficie de la colonia, acuminada. Hifas septadas oscuras y hialinas. 

RL-09 
Color de la colonia en el anverso y reverso, negro con el borde blanco, respectivamente; 
aspecto aterciopelado ligeramente lanoso en toda la superficie; consistencia dura; 
superficie de la colonia, acuminada. Hifas septadas oscuras y hialinas. Presencia de ralo 
velloso. 

RL-11 
Color de la colonia en el anverso y reverso, gris oscuro con borde negro y negro, 
respectivamente; aspecto aterciopelado lanoso en el centro; consistencia dura; superficie 
de la colonia, acuminada. Hifas septadas oscuras. 

RL-11b 
Color de la colonia en el anverso y reverso, grisáceo oscuro con borde blanco y negro, 
respectivamente; aspecto aterciopelado, ligeramente flocosa; consistencia dura; 
superficie de la colonia, acuminada. Hifas septadas oscuras y hialinas. 

RL-14 
Color de la colonia en el anverso y reverso, grisáceo oscuro con borde negro y negro, 
respectivamente; aspecto aterciopelado pulverulento; consistencia dura; superficie de la 
colonia, acuminada. Hifas septadas oscuras. 
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RL-15 
Color de la colonia en el anverso y reverso, negro con el borde blanco, respectivamente; 
aspecto aterciopelado pulverulento; consistencia dura; superficie de la colonia, 
acuminada. Hifas septadas oscuras. 

RL-16 
Color de la colonia en el anverso y reverso, grisáceo con el borde blanco, 
respectivamente; aspecto aterciopelado ligeramente flocoso al centro; consistencia dura; 
superficie de la colonia, acuminada. Hifas septadas oscuras. Presencia de ralo 
transparente ligeramente velloso. 

RL-16b 
Color de la colonia en el anverso y reverso, grisáceo con el borde blanco, 
respectivamente; aspecto aterciopelado ligeramente flocoso al centro; consistencia dura; 
superficie de la colonia, acuminada. Hifas septadas oscuras.  

RL-19 
Color de la colonia en el anverso y reverso, café ligeramente grisáceo y café oscuro, 
respectivamente; aspecto aterciopelado pulverulento; consistencia dura; superficie de la 
colonia, acuminada. Hifas septadas oscuras y hialinas. 

RL-20 
Color de la colonia en el anverso y reverso, gris verdoso y negro, respectivamente; 
aspecto aterciopelado pulverulento; consistencia dura; superficie de la colonia, 
acuminada. Hifas septadas oscuras. 

RL-21 
Color de la colonia en el anverso y reverso, negro grisáceo y negro, respectivamente; 
aspecto aterciopelado pulverulento ligeramente lanoso en el centro; consistencia dura; 
superficie de la colonia, acuminada. Hifas septadas oscuras. 

RL-22 
Color de la colonia en el anverso y reverso, café grisáceo y gris oscuro, respectivamente; 
aspecto aterciopelado pulverulento; consistencia dura; superficie de la colonia, 
acuminada. Hifas septadas oscuras y hialinas. 

RL-23 
Color de la colonia en el anverso y reverso, café grisáceo y café oscuro, respectivamente; 
aspecto aterciopelado ligeramente flocoso en el centro; consistencia dura; superficie de 
la colonia, acuminada. Hifas septadas oscuras y hialinas. 

RL-24 
Color de la colonia en el anverso y reverso, grisáceo y gris oscuro, respectivamente; 
aspecto aterciopelado pulverulento ligeramente flocoso en el centro; consistencia dura; 
superficie de la colonia, acuminada. Hifas septadas oscuras. 

RL-25 
Color de la colonia en el anverso y reverso, grisáceo verdoso y gris oscuro, 
respectivamente; aspecto aterciopelado pulverulento; consistencia media; superficie de 
la colonia, acuminada. Hifas septadas oscuras y presencia de exudados transparentes al 
borde de la colonia.  

RL-26 
Color de la colonia en el anverso y reverso, negro grisáceo y gris oscuro, respectivamente; 
aspecto aterciopelado pulverulento; consistencia media; superficie de la colonia, 
acuminada. Hifas septadas oscuras y presencia de exudados de color amarillo en el 
centro de la colonia. 

RL-27 
Color de la colonia en el anverso y reverso, gris verdoso y gris oscuro, respectivamente; 
aspecto aterciopelado pulverulento; consistencia media; superficie de la colonia, 
acuminada. Hifas septadas oscuras. 

RL-28 
Color de la colonia en el anverso y reverso, negro, respectivamente; aspecto 
aterciopelado pulverulento; consistencia media; superficie de la colonia, acuminada. Hifas 
septadas oscuras y hialinas. 

RL-29 
Color de la colonia en el anverso y reverso, negro y gris oscuro, respectivamente; aspecto 
aterciopelada ligeramente lanosa; consistencia dura; superficie de la colonia, acuminada. 
Hifas septadas oscuras y hialinas. 

RL-30 
Color de la colonia en el anverso y reverso, negro y grisáceo oscuro, respectivamente; 
aspecto aterciopelado ligeramente flocoso en el centro; consistencia media; superficie de 
la colonia, acuminada. Hifas septadas oscuras. Se visualizan anillos en la superficie de la 
colonia. 

RL-31 
Color de la colonia en el anverso y reverso, marrón y café oscuro, respectivamente; 
aspecto aterciopelado ligeramente flocoso en el centro; consistencia dura; superficie de 
la colonia, acuminada. Hifas septadas oscuras. Se visualizan anillos en la superficie de la 
colonia. 

RL-38b 
Color de la colonia en el anverso y reverso, grisáceo oscuro y negro, respectivamente; 
aspecto aterciopelado ligeramente pulverulento en el centro; consistencia media; 
superficie de la colonia, acuminada. Hifas septadas oscuras. Hifas septadas oscuras y 
hialinas. 

Aislados Asphodelus fistulosus 
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AF-02 
Color de la colonia en el anverso y reverso, grisáceo oscuro y negro, respectivamente; 
aspecto lanoso; consistencia dura; superficie de la colonia, acuminada. Hifas septadas 
oscuras y conidios. 

AF-04 
Color de la colonia en el anverso y reverso, grisáceo oscuro con borde blanco y negro, 
respectivamente; aspecto aterciopelado ligeramente pulverulento; consistencia dura; 
superficie de la colonia, acuminada. Hifas septadas oscuras, micelio macrosifonado, 
macroconidios ligeramente redondos pardos con septos transversales y verticales.  

AF-05 
Color de la colonia en el anverso y reverso, negro con el borde ligeramente verdoso y 
grisácea, respectivamente; aspecto aterciopelado ligeramente pulverulento; consistencia 
dura; superficie de la colonia, acuminada. Hifas septadas oscuras, micelio macrosifonado, 
conidios ligeramente redondos pardos con septos transversales y verticales. 

AF-06 
Color de la colonia en el anverso y reverso, gris oscuro con algunos bordes blancos y 
negro con el borde blanco, respectivamente; aspecto pulverulento y zonado; consistencia 
media; superficie de la colonia, acuminada. Hifas septadas oscuras, micelio 
macrosifonado. 

AF-07 
Color de la colonia en el anverso y reverso, grisáceo oscuro y negro con un tono verdoso 
al centro, respectivamente; aspecto aterciopelado ligeramente lanoso al centro; 
consistencia dura; superficie de la colonia, acuminada. Hifas septadas oscuras, micelio 
macrosifonado. 

AF-08 
Color de la colonia en el anverso y reverso, oscuro y cafégrisáceo, respectivamente; 
aspecto aterciopelado ligeramente lanoso al centro; consistencia dura; superficie de la 
colonia, acuminada. Presencia de pigmentación de color amarillenta. Hifas septadas 
oscuras y hialina, micelio macrosifonado, macroconidos ovoides tabicados. 

AF-09 
Color de la colonia en el anverso y reverso, grisáceo oscuro con borde blanco y negro, 
respectivamente; aspecto aterciopelado ligeramente pulverulento; consistencia dura; 
superficie de la colonia, acuminada. Hifas septadas oscuras, micelio macrosifonado, 
conidios ligeramente redondos oscuros con septos transversales y verticales. 

AF-10 
Color de la colonia en el anverso y reverso, grisáceo y negro, respectivamente; aspecto 
aterciopelado ligeramente lanoso al centro; consistencia dura; superficie de la colonia, 
acuminada; presencia de ralo velloso. Hifas septadas oscuras. 

AF-11 
Color de la colonia en el anverso y reverso, grisáceo oscuro con el borde blanco y gris 
oscuro, respectivamente; aspecto aterciopelado ligeramente pulverulento; consistencia 
dura; superficie de la colonia, acuminada. Hifas septadas oscuras y hialinas. 

AF-12 
Color de la colonia en el anverso y reverso, gris verdoso con el borde blanco y gris oscuro, 
respectivamente; aspecto aterciopelado ligeramente pulverulento; consistencia dura; 
superficie de la colonia, acuminada. Hifas septadas oscuras. 

AF-13 
Color de la colonia en el anverso y reverso, gris oscuro con algunos bordes blancos y 
negro con el borde blanco, respectivamente; aspecto pulverulento y zonado; consistencia 
media; superficie de la colonia, acuminada. Hifas septadas oscuras, micelio 
macrosifonado. 

AF-14 
Color de la colonia en el anverso y reverso, negro con el borde ligeramente verdoso y 
grisáceo, respectivamente; aspecto aterciopelado ligeramente pulverulento; consistencia 
dura; superficie de la colonia, acuminada. Hifas septadas oscuras, micelio macrosifonado, 
conidios ligeramente redondos oscuros con septos transversales y verticales. 

AF-15 
Color de la colonia en el anverso y reverso, marrón ligeramente grisáceo y marrón, 
respectivamente; aspecto aterciopelado; consistencia dura; superficie de la colonia, 
plana. Hifas septadas oscuras y hialinas. 

AF-15b 
Color de la colonia en el anverso y reverso, marrón ligeramente grisáceo y marrón, 
respectivamente; aspecto aterciopelado; consistencia dura; superficie de la colonia, 
plana. Hifas septadas oscuras y hialinas. 

AF-17 
Color de la colonia en el anverso y reverso, negro con presencia de ralo y grisáceo, 
respectivamente; aspecto aterciopelado ligeramente pulverulento y en el centro lanoso; 
consistencia dura; superficie de la colonia, acuminada. Hifas septadas oscuras. 

AF-18 
Color de la colonia en el anverso y reverso, café grisáceo y grisáceo el centro ligeramente 
claro, respectivamente; aspecto aterciopelado ligeramente pulverulento y en el centro 
lanoso; consistencia media; superficie de la colonia, acuminada. Hifas septadas hialinas. 

AF-19a 
Color de la colonia en el anverso y reverso, café grisáceo y café oscuro, respectivamente; 
aspecto aterciopelado ligeramente pulverulento; consistencia media; superficie de la 
colonia, acuminada. Hifas septadas oscuras. 

AF-22 Color de la colonia en el anverso y reverso, negro con el borde blanco y negro, 
respectivamente; aspecto aterciopelado; consistencia dura; superficie de la colonia, 
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acuminada. Presencia de exudados en el centro, transparentes. Hifas septadas oscuras 
y hialinas. 

AF-24 
Color de la colonia en el anverso y reverso, negro ligeramente marrón y marrón grisáceo, 
respectivamente; aspecto pulverulento; consistencia media; superficie de la colonia, 
acuminada. Hifas septadas oscuras y hialinas.  

AF-26 
Color de la colonia en el anverso y reverso, gris ligeramente verdoso y negro con el borde 
blanco, respectivamente; aspecto aterciopelado; consistencia media; superficie de la 
colonia, acuminada. Hifas septadas oscuras y hialinas. 

AF-27 
Color de la colonia en el anverso y reverso, gris ligeramente verdoso y negro con el borde 
blanco, respectivamente; aspecto aterciopelado; consistencia media; superficie de la 
colonia, acuminada. Presencia de exudados en el centro, transparentes. Hifas septadas 
oscuras y hialinas. 

AF-28 

Color de la colonia en el anverso y reverso, café grisáceo ligeramente amarillo hacia el 
borde y café oscuro con el borde amarillento, respectivamente; aspecto aterciopelado 
ligeramente lanoso al centro; consistencia media; superficie de la colonia, acuminada. 
Presencia de pigmentación amarillenta. Hifas septadas oscuras y hialina, micelio 
macrosifonado, macroconidos ovoides tabicados. 

AF-29 
Color de la colonia en el anverso y reverso, gris ligeramente verdoso y negro con el borde 
blanco, respectivamente; aspecto aterciopelado; consistencia media; superficie de la 
colonia, acuminada. Hifas septadas oscuras y hialinas. 

AF-30 
Color de la colonia en el anverso y reverso, gris claro y negro con el borde blanco, 
respectivamente; aspecto aterciopelado; consistencia media; superficie de la colonia, 
convexa. Hifas septadas oscuras. 

AF-31 
Color de la colonia en el anverso y reverso, gris claro y negro con el borde blanco, 
respectivamente; aspecto aterciopelado; consistencia media; superficie de la colonia, 
acuminada. Hifas septadas oscuras. 

AF-31b 
Color de la colonia en el anverso y reverso, gris claro y negro con el borde blanco, 
respectivamente; aspecto aterciopelado; consistencia media; superficie de la colonia, 
acuminada. Hifas septadas oscuras y hialinas. 

AF-31c 
Color de la colonia en el anverso y reverso, gris claro y negro con el borde blanco, 
respectivamente; aspecto aterciopelado; consistencia media; superficie de la colonia, 
acuminada. Hifas septadas oscuras y hialinas. 

AF-105b 

Color de la colonia en el anverso y reverso, café grisáceo ligeramente amarillo hacia el 
borde y café oscuro con el borde amarillento, respectivamente; aspecto aterciopelado 
ligeramente lanoso al centro; consistencia media; superficie de la colonia, acuminada. 
Presencia de pigmentación de color amarillenta. Hifas septadas oscuras y hialinas, 
micelio macrosifonado, macroconidos ovoides tabicados. 
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Figura 7. Macromorfología y micromorfología de algunos aislados de hongos endófitos septados oscuros procedentes del interior de 

las raíces de Reseda luteola. 
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Figura 8. Macromorfología y micromorfología de algunos aislados de hongos endófitos septados oscuros procedentes del interior de 

las raíces de Asphodelus fistulosus. 
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4.3.1. Identificación molecular y análisis filogenético de las secuencias ITS de los 

aislados fúngicos de las raíces de Reseda luteola y de Asphodelus fistulosus 

Se amplificó exitosamente la región ITS (ITS1-5.8S-ITS2 rDNA) de cada uno de los hongos 

purificados. En la figura 9 se muestran dos geles representativos con el segmento 

amplificado de algunos de los aislados fúngicos. En cada caso se obtuvo un amplicón de 

entre 500 y 600 pares de bases (pb) que corresponde a la talla esperada. 

 

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, con la región ITS del rDNA amplificada 

por PCR. MM: marcador molecular (100 pb); carril C+: control positivo Fusarium sp.; carril 

C-: control negativo Helicobacter sp.; A) carril D1:AF-02, carril D2: AF-04, carril D3: AF-05, 

carril D4: AF-08, carril D5: AF-13, carril D6: AF-17, carril D7: AF-28; B) carril D8: RL-02, 

carril D9: RL-04, carril D10: RL-06, carril D11: RL-11, carril D12: RL-14, carril D13: RL-15. 

En total, 61 secuencias fúngicas cumplieron con el carácter para considerarse en el análisis 

de homologia en el GenBank del NCBI. Las secuencias analizadas se agruparon en el 

Phylum Ascomycota, y a los géneros Alternaria, Colletotrichum, Setophoma, Acrocalymma-

Rhizopycnis y Stemphylium (Cuadro 2). Un análisis filogenético permitió apreciar que las 

33 secuencias de los hongos ESO aislados del interior de las raíces de R. luteola se 

agruparon en dos géneros, Alternaria y Acrocalymma-Rhizopycnis. Las 28 secuencias de 

los hongos ESO aislados del interior de las raíces de A. fistulosus se organizaron en cinco 

taxa, pertenecientes a los géneros Alternaria, Colletotrichum, Setophoma, Acrocalymma-

Rhizopycnis y Stemphylium (Figura 10). Estas 61 secuencias fueron depositadas en la 

biblioteca del NCBI y quedaron registradas con los números de accesión OP630490-

OP630551. 

  



 

50 
 

Cuadro 2. Identidad de los segmentos ITS amplificados y secuenciados pertenecientes a 

61 aislados fúngicos purificados de endófitos septados oscuros procedentes del interior de 

las raíces de R. luteola y A. fistulosus, especies vegetales establecidas en residuos mineros 

de Zacatecas. Entre paréntesis, y en negritas se aprecia el número de accesión de la 

secuencia al ser registrada en el NCBI.  

E
s

p
e

c
ie

 

v
e

g
e

ta
l 

Aislado Identidad Taxón 

R
e
s
e

d
a
 l
u

te
o

la
 

RL-02 (OP630490-578 pb), RL-02a (OP630491-
577 pb),RL-03a (OP630493-576 pb), RL-04 
(OP630494-572 pb), RL-05 (OP630495-548 pb), 
RL-06 (OP630496-563 pb), RL-08a (OP630497-
562 pb), RL-08b (OP630498-562 pb), RL-08c 
(OP630499-579 pb), RL-08d (OP630500-555 
pb), RL-08e (OP630501-551 pb), RL-09 
(OP630502-561 pb), RL-11b (OP630504-563 
pb), RL-14 (OP630505-578 pb), RL-15 
(OP630506-576 pb), RL-16 (OP630507-575 pb), 
RL-16b (OP630508-576 pb), RL-19 (OP630509-
560 pb), RL-20 (OP630510-552 pb), RL-29 
(OP630519-578 pb), RL-30 (OP630520-567 pb) 

99% 

Alternaria mali 
Alternaria alternata 
Alternaria brassicae 
Alternaria tenuissima 

RL-11 (OP630503-549 pb), RL-21 (OP630511-
548 pb), RL-22 (OP630512-548 pb), RL-23 
(OP630513-546 pb) RL-24 (OP630514-557 pb), 
RL-25 (OP630515-546 pb), RL-26 (OP630516-
549 pb), RL-27 (OP630517-563 pb), RL-28 
(OP630518-532 pb), RL-31 (OP630521-569 pb), 
RL-38b (OP630522- 549 pb)   

99% 
Rhizopycnis vagum 

Acrocalymma vagum 

A
s
p

h
o
d

e
lu

s
 f
is

tu
lo

s
u
s
 

AF-02 (OP630523-487 pb) 99% 
Alternaria solani 

Alternaria alternata 
Alternaria tenuissima 

AF-04 (OP630524-570 pb), AF-05 (OP630525-
571 pb), AF-09 (OP630529-497 pb), AF-14 
(OP630534-559 pb) 

99% 
Colletotrichum liriopes 

Colletotrichum dematium 
Colletotrichum spaethianum 

AF-06 (OP630526-497 pb), AF-13 (OP630533-
551 pb) 

99% 
Ascomycota  

Setophoma terrestres 

AF-07 (OP630527-510 pb), AF-08 (OP630528-
547 pb), AF-10 (OP630530-523 pb), AF-11 
(OP630531-545 pb), AF-12 (OP630532-520 pb), 
AF-15 (OP630535-516 pb), AF-15b (OP630536-
559 pb), AF-17 (OP630537-554 pb), AF-18 
(OP630538-555 pb), AF-19a (OP630540-551 
pb), AF-22 (OP630541-581 pb),AF-24 
(OP630542-549 pb), AF-26 (OP630543-551 pb), 
AF-27 (OP630544-557 pb), AF-29 (OP630546-
551 pb), AF-30 (OP630547-548 pb), AF-31 
(OP630548-548pb), AF-31b (OP630549-520 pb), 
AF-31c (OP630550-535 pb), AF-105b 
(OP630551-571 pb) 

100% y 99% 
Rhizopycnis vagum 

Acrocalymma vagum 
 

AF-28 (OP630545- 586 pb) 99% 
Stemphylium vesicarium 
Stemphylium eturmiunum 
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Figura 10. Árbol filogenético de los hongos ESO aislados de Reseda luteola (números de 

accesión NCBI en rosado) y Asphodelus fistulosus (números de accesión NCBI en azul), 

generado con el criterio de máxima verosimilitud (1,000 bootstrap) construido sobre la base 

de 550 pb de la región ITS2-5.8S- ITS1 rDNA con el modelo evolutivo K80+G, con un valor 

gamma de 0.1620; Aspergillus flavus se utilizó como grupo externo. 
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4.4. Tolerancia a plomo y cadmio por los hongos endófitos septados oscuros (ESO) 

aislados de Reseda luteola y Asphodelus fistulosus 

En la tabla 6 se muestra la velocidad de crecimiento radial de los cinco aislados fúngicos 

de ESO en presencia de tres concentraciones de Pb (71.5, 143 y 214.5 mg Pb L-1) y de Cd 

(3.3, 6.6 y 9.9 mg Cd L-1). El aislado AF-04 no presentó diferencias entre los tratamientos 

con Pb y sin Pb; sin embargo, creció significativamente más (p<0.01) en ausencia de Cd 

(68.4 mm) con respecto a los tres tratamientos con Cd. El aislado AF-06 presentó una 

velocidad de crecimiento radial significativamente más alta a las concentraciones de 143 y 

214.5 mg Pb L-1, que en los tratamientos sin Pb y con 71.5 mg Pb L-1; para el caso del Cd, 

la velocidad de crecimiento radial en el tratamiento a la concentración de 9.9 mg Cd L-1 fue 

significativamente más alta (p<0.01) con respecto al resto de los tratamientos. En el aislado 

AF-27 en presencia de Pb, la velocidad de crecimiento radial en los tratamientos sin Pb y a 

las concentraciones de 143 y 214.5 mg Pb L-1 fue significativamente más elevada (p<0.01) 

que a una concentración de 71.5 mg Pb L-1 (47.2 mm); en Cd, no hubo diferencias 

significativas entre el tratamiento sin Cd y el tratamiento que tiene la mayor concentración 

de Cd (9.9 mg Cd L-1), sin embargo si presentó diferencias significativas (p<0.01) con los 

tratamientos a las concentraciones de 3.3 y de 6.6 mg Cd L-1, así mismo hubo diferencias 

significativas entre las concentraciones de 9.9 mg Cd L-1 y 3.3 mg Cd L-1. En los tratamientos 

con Pb, el crecimiento del aislado AF-28 fue significativamente menor a la concentración 

de 71.5 mg Pb L-1 con respecto al resto de tratamientos; en Cd, el tratamiento sin Cd fue 

significativamente diferente (p<0.01) a los demás tratamientos al presentar la velocidad de 

crecimiento radial más alta. La velocidad de crecimiento radial en el aislado RL-19 no 

presentó diferencias significativas entre los tratamientos sin metal y con metal.  

Cabe resaltar que prácticamente los cinco aislados, cultivados en presencia de las tres 

concentraciones de Pb, la velocidad de crecimiento radial fue más elevada que en 

presencia de las tres concentraciones de Cd (Tabla 6). Es decir, los hongos se vieron más 

afectados por el Cd que por el Pb. 
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Tabla 6. Velocidad de crecimiento radial (mm) de cinco aislados fúngicos de endófitos 

septados oscuros aislados de Reseda luteola y Asphodelus fistulosus, cultivados en 

presencia y en ausencia de plomo y cadmio (media±ES; n=5).  

Aislado 

fúngico 

Plomo 

Testigo 71.5 mg L-1 143 mg L-1 214.5  mg L-1 F (p) 

AF-04 
Colletotrichum 

68.4 ±0.67a 68.8 ±1.74a 69.2 ±0.73a 69.2 ±0.51a 0.25 (0.86) 

AF-06 
Setophoma 

61.6 ±0.51b 62.2 ±0.58b 64.2 ±0.58a 64.0 ±0.44a 5.89 (<0.01) 

AF-27 
Acrocalymma-
Rhizopycnis 

49.2 ±0.37a 47.2 ±0.58b 49.2 ±0.20a 49.8 ±0.37a 7.81 (<0.01) 

AF-28 
Stemphylium 

56.8 ±0.58a 54.4 ±0.40b 57.6 ±0.24a 56.8 ±1.02a  4.80 (0.01) 

RL-19 
Alternaria 

62.2 ±0.49a 62.8 ±1.35a 64.8 ±0.58a 63.6 ±0.24a 2.03 (0.14) 

Aislado 

fúngico 

Cadmio 

Testigo 3.3 mg L-1 6.6 mg L-1 9.9 mg L-1 F (p) 

AF-04 
Colletotrichum 

68.4 ±0.67a 63.8 ±0.91b 62.6 ±0.67b 63.2 ±0.58b 13.3 (<0.01) 

AF-06 
Setophoma 

61.6 ±0.51b 61.8 ±0.37b 62.8 ±0.37b 64.8 ±0.49a 10.9 (<0.01) 

AF-27 
Acrocalymma-
Rhizopycnis 

49.2 ±0.83a 46.8 ±0.37b 47.6 ±0.40bc 48.4±1.31ac 6.09 (<0.01) 

AF-28 
Stemphylium 

56.8 ±0.58a 46.0 ±0.70b 44.2 ±1.90b 48.0 ±1.30c 20.2 (<0.01) 

RL-19 
Alternaria 

62.2 ±0.49a 61.4 ±0.92a 60.4 ±0.98a 61.4 ±0.74a 0.83 (0.49) 

Para cada EPT, diferentes letras indican diferencias significativas entre tratamientos según 

la prueba de LSD de Fisher (p < 0.05). 

Los cinco aislados fúngicos produjeron biomasa en presencia y en ausencia de Pb y Cd 

(Tabla7). El aislado AF-04 no presentó diferencias significativas entre tratamientos; en 

ausencia de Pb la producción de biomasa fue la más elevada, pero conforme se adicionó 

el Pb la biomasa fue disminuyendo; se observó la mayor producción de biomasa en el 

tratamiento sin Cd, disminuyó a una concentración de 3.3 y de 6.6 mg Cd L-1 pero volvió a 

incrementarse a una concentración de 9.9 mg Cd L-1. El aislado AF-06 no tuvo diferencias 

significativas entre tratamientos con y sin metal; la mayor producción de biomasa en Pb se 

apreció a 143 mg Pb L-1, mientras que en Cd fue a una concentración de 9.9 mg Cd L-1. En 

el aislado AF-27 no hubo diferencias significativas entre tratamientos con Pb y Cd; la mayor 

producción de biomasa se apreció a una concentración de 214.5 mg Pb L-1 y en ausencia 

de Cd. El aislado AF-28 no presentó diferencias significativas entre tratamientos, la mayor 
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producción de biomasa fue en ausencia de los metales. El aislado RL-19 no tuvo diferencias 

significativas en los tratamientos en presencia y ausencia de Pb y Cd; la mayor producción 

de biomasa en Pb fue a la concentración de 143 mg Pb L-1, y en ausencia de Cd.  

Tabla 7. Producción de biomasa (mg g-1) de cinco aislados fúngicos de endófitos 

septados oscuros aislados de Reseda luteola y Asphodelus fistulosus, cultivados en 

presencia y en ausencia de plomo y cadmio (media±ES; n=5).  

Para cada EPT, diferentes letras indican diferencias significativas entre tratamientos 

según la prueba de LSD de Fisher (p < 0.05). 

  

Aislado fúngico 
Plomo 

SM 71.5 mg L-1 143 mg L-1 214.5mg L-1 F (p) 

AF-04 
Colletotrichum 

280 ±21.6a 240 ±24.3a 210 ±9.00a 161 ±18.2a 
0.21 

(0.89) 

AF-06 
Setophoma 

90.0 ±6.00a 60.0 ±27.0a 100 ±7.00a 70.0 ±20.6a 
1.38 

(0.31) 

AF-27 
Acrocalymma-
Rhizopycnis 

110 ±12.0a 90.0 ±39.7a 100 ±5.00a 120 ±4.00a 
0.40 

(0.76) 

AF-28 
Stemphylium 

119 ±13.2a 65.0 ±16.8a 79.0 ±31.0a 59.0 ±5.00a 
1.98 

(0.19) 

RL-19 
Alternaria 

270 ±13.3a 300 ±43.3a 320 ±49.1a 310 ±3.00a 
1.62 

(0.26) 

Aislado fúngico 
Cadmio 

SM 3.3 mg L-1 6.6 mg L-1 9.9 mg L-1 F (p) 

AF-04 
Colletotrichum 

280 ±21.6a 240 ±19.7a 180 ±37.4a 220 ±50.1a 
0.16 

(0.92) 

AF-06 
Setophoma 

90.0 ±6.00a 50.0 ±30.1a 100 ±8.00a 130 ±28.8a 
2.45 

(0.14) 

AF-27 
Acrocalymma-
Rhizopycnis 

119 ±5.00a 100 ±33.1a 68 ±23.6a 81 ±62.3a 
0.81 

(0.49) 

AF-28 
Stemphylium 

120 ±13.2a 100 ±12.5a 70.0 ±3.00a 80.0 ±43.3a 
0.88 

(0.49) 

RL-19 
Alternaria 

300 ±75.5a 230 ±18.2a 220 ±26.0a 280 ±35.1a 
0.76 

(0.55) 
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4.5. Solubilización de fosfato de los aislados fúngicos de Reseda luteola y 

Asphodelus fistulosus en presencia y en ausencia de plomo y cadmio 

Tanto en ausencia como en presencia de Pb (143 mg Pb L-1) y de Cd (6.6 mg Cd L-1), y a 

un pH de 6 y de 8, los cinco aislados fúngicos mostraron actividad solubilizadora de fosfato 

según los halos formados alrededor de las colonias (Tabla 8). El aislado AF-04, a pH 6 en 

presencia de Pb (134 %) tuvo la mayor eficiencia, mientras que el menor nivel se apreció 

en Cd (111 %); la eficiencia fue similar a pH 8 en el tratamiento sin metal (119 %) y con Pb 

(120 %). Cabe señalar que los halos de solubilización de fosfato en Pb fueron más tenues 

que en los tratamientos sin metal y con Cd (Figura 12). El aislado AF-06 presentó a pH 6 la 

mayor eficiencia de solubilización con Pb (155 %), y la colonia fúngica tuvo un tamaño de 

11.2 mm; a pH 8 no se observó halo alguno en presencia de Pb y la colonia fúngica (19.4 

mm) presentó un color café oscuro; en los tratamientos sin metal y con Cd se observó la 

misma eficiencia (133 %), la macromorfología de las colonias fue diferente entre las cajas 

a pH 6 y a pH 8 (Figura 12). En el aislado AF-27, a pH 6 se observó la mayor eficiencia de 

solubilización de fosfato en el tratamiento con Cd (173 %), seguido por el tratamiento sin 

metal (149 %) y por último en presencia de Pb (114 %) con un halo de solubilización tenue. 

A pH 8 la mayor eficiencia fue en el tratamiento con Cd (157 %), seguido por el tratamiento 

sin metal (119 %), pero en presencia de Pb no se observó halo alguno; cabe señalar que 

las colonias fúngicas fueron ligeramente más grandes a pH 8 que a pH 6 (Figura 12). En el 

aislado AF-28 a pH 6, los tratamientos con Pb (115 %) y Cd (109 %) presentaron la mayor 

solubilización de fosfato con respecto al tratamiento sin metal donde no se observó halo de 

solubilización; a pH 8 sólo se presentó un halo en presencia de Cd (112 %); sí hubo 

diferencias en la macromorfología entre los tratamientos a este pH (Figura 12). El aislado 

RL-19 a pH 6 exhibió la mayor solubilización en el tratamiento sin metal (121 %) y la menor 

solubilización en el tratamiento con Pb (107 %); a pH 8 la mayor solubilización se observó 

en presencia de Pb (132 %), sin embargo, en los tratamientos sin metal (115 %) y con Cd 

(116 %) la solubilización fue muy similar. Cabe señalar que el halo fue tenue en presencia 

de Pb, mientras que en ausencia de metal los halos fueron más definidos (Figura 12).  
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Tabla 8. Eficiencia relativa de solubilización de fosfato (ERSF) de cinco aislados fúngicos provenientes de Reseda luteola y Asphodelus 

fistulosus, en presencia y en ausencia de plomo y cadmio a pH 6 y pH 8 (media±ES; n=5).  

SM: Sin metal; Pb: Plomo; Cd: Cadmio 

DS: Diámetro de solubilización de fosfato; DC: Diámetro de la colonia; ND: No determinado. 

A
is

la
d
o
 

fú
n
g

ic
o
  

pH6 pH8 

SM Pb Cd SM Pb Cd 

DS 
(mm) 

DC 
(mm) 

ERSF 
(%) 

DS 
(mm) 

DC 
(mm) 

ERSF 
(%) 

DS 
(mm) 

DC 
(mm) 

ERSF 
(%) 

DS 
(mm) 

DC 
(mm) 

ERSF 
(%) 

DS 
(mm) 

DC 
(mm) 

ERSF 
(%) 

DS 
(mm) 

DC 
(mm) 

ERSF 
(%) 

AF-04 
61.2 

±0.97 
54.0 

±1.67 
113 

62.8 
±0.83 

46.8 
±1.65 

134 
52.8 
±0.80 

47.4 
±0.92 

111 
64.6 
±1.28 

54.2 
±1.93 

119 
56.4 

±1.43 
47.0 

±2.28 
120 

54.6 
±0.50 

47.2 
±1.42  

116 

AF-06 
25.0 

±1.09 
19.8 

±0.73 
126 

17.4 
±0.51 

11.2 
±0.49 

155 
22.8 
±0.49 

17.8 
±0.37 

128 
25.8 
±0.73 

19.4 
±1.50 

133 ND 
19.4 

±0.24 
ND 

25.6 
±0.92 

19.2 
±0.58 

133 

AF-27 
47.6 

±0.67 
32.0 

±1.48 
149 

40.0 
±0.54 

35.0 
±1.00 

114 
39.8 
±0.49 

23.0 
±0.44 
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Figura 11. Halo de solubilización de fosfato formado por los cinco aislados fúngicos provenientes de Reseda luteola y Asphodelus 

fistulosus, en presencia y en ausencia de plomo y cadmio a pH 6 y pH 8. 
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Capítulo 5. Discusión 

El depósito a cielo abierto de residuos mineros es un reto ambiental global contemporáneo; 

México se enfrenta a esta problemática en forma acentuada debido a su tradición minera. 

En el Jal Viejo, los materiales depositados en un área de por lo menos 13 Ha contienen 

niveles tóxicos de Pb, Cd y As; estos residuos se encuentran próximos a comunidades 

humanas, mantos freáticos y zonas de cultivo. Los potenciales riesgos toxicológicos son 

evidentes. El Jal Viejo constituye un caso de residuos mineros abandonados a la intemperie 

que permite monitorear el comportamiento natural de los materiales. 

5.1. Caracterización de los residuos mineros 

5.1.1. Propiedades físicas y químicas de los sustratos mineros  

El presente trabajo pone en evidencia las condiciones de un depósito de residuos mineros 

a cielo abierto, abandonado desde hace decenas de años en una región semiárida. 

Diferentes especies vegetales se han establecido en áreas específicas del Jal Viejo. El 

contraste entre una zona no vegetada y dos zonas vegetadas con especies diferentes, R. 

luteola y A. fistulosus, permitió identificar la influencia positiva de la cobertura vegetal y del 

efecto particular de la rizosfera en la mitigación natural de las condiciones adversas de los 

residuos mineros. Las plantas estudiadas en el Jal Viejo, R. luteola y A. fistulosus, tienen 

un intervalo amplio de distribución; al ser consideradas especies invasoras naturalizadas 

(CONABIO, 2021), se ha observado que sobreviven en jales con altos contenidos de EPT 

(Carrillo González y González-Chávez, 2006; Salas-Luevano et al., 2017). 

Los jales, en general, poseen una estructura física inestable, concentraciones altas de EPT 

y bajo contenido en nutrientes, por lo que no son propicios o implican condiciones de estrés 

muy particulares para el desarrollo vegetal (Ye et al., 2002; Asensio et al. 2013, Wang, 

2017). Los tres sitios del Jal Viejo presentaron una dominancia en arenas, característica 

que influye en el establecimiento vegetal (Hernández Acosta et al., 2009). Destacó el sitio 

vegetado AF con el contenido de arenas más alto (63.2%), lo que estuvo ligado a la 

capacidad de retención de agua más baja, 4.75% (Conesa et al., 2006). De forma 

contraintuitiva, los sustratos de los sitios vegetados RL y AF presentaron una conductividad 

eléctrica más reducida que el sitio no vegetado; los valores más altos (1,485 µS cm-1) en el 

sitio sin vegetación pueden atribuirse a la presencia de sales solubles residuales que son 

fuente primaria de los EPT como el Pb, Cd, Zn As, Cu y Fe (Gutiérrez-Ruiz et al., 2007; 

Pérez-Martínez y Romero, 2015). El pH en los tres sitios de estudio fue de neutro (RL) a 

moderadamente alcalino (DV y AF), lo que señala que los jales mineros no generan drenaje 
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ácido (Pérez-Martínez y Romero, 2015). Las especies vegetales en los sitios RL y AF 

podrían estar modificando las condiciones del jal para favorecer su crecimiento, por lo cual 

los pH van de neutros a alcalinos (Conesa et al., 2006). Tahar y Keltoum (2011) reportaron 

que un intervalo de pH de 6.5 a 8.76 favoreció la disponibilidad de nutrimentos para las 

plantas y la toxicidad de los EPT disminuyó, además de que estimuló una mayor actividad 

metabólica de los microorganismos aledaños a su rizosfera. 

5.1.2. Concentración total y coeficiente de nutrientes en sustratos mineros y biomasa 

vegetal 

El C, el N y el P son elementos clave en los procesos ecosistémicos del suelo; al mantener 

los ciclos biogeoquímicos mismos que transfieren energía, promueven la producción de 

biomasa y la descomposición de la materia orgánica. En los residuos mineros, las 

concentraciones de C, N, y P fueron más bajas en comparación con las de los suelos 

(Zheng et al., 2021), lo que destaca las deficiencias de nutrientes en el jal. Las 

concentraciones más altas de C en los sitios con vegetación en comparación con el sitio sin 

vegetación del Jal Viejo demostraron un papel positivo de la cubierta vegetal que 

proporciona un ambiente edáfico con este nutriente. Las proporciones más altas de C:N y 

C:P en los sustratos vegetados con R. luteola están vinculadas a tasas de descomposición 

lentas como consecuencia de contenidos reducidos de N y P. El contenido de C, N y P en 

los tejidos vegetales alcanzó los niveles medios encontrados en plantas de diferentes 

biomas (Tang et al., 2018), reforzando nuevamente el papel de los parches de vegetación 

en la mejora de las condiciones de los jales. R. luteola y A. fistulosus se pueden considerar 

plantas “nodrizas” al tener la capacidad de establecerse en sitios con estrés abiótico, 

transformar el microclima debajo de ellas y mejorar la fertilidad de estos sitios al suministrar 

materia orgánica a los microorganismos asociados (Navarro-Cano et al., 2018).  

5.1.3. Concentración de elementos potencialmente tóxicos en los sustratos mineros, 

tejidos vegetales y factor de bioconcentración 

Los jales, al ser dispersados por acción hídrica y eólica, implican amenazas ambientales 

debido a la cantidad elevada de EPT que persisten en los ecosistemas como 

contaminantes, y pueden afectar y ser acumulados por los seres vivos (Gutiérrez-Ruiz et 

al., 2007; Liu et al., 2019). Este estudio considera como críticas las concentraciones totales 

de Pb (400 mg kg-1), Cd (20 mg kg-1), As (22 mg kg-1) y Cu (100 mg kg-1) en suelos, acorde 

con la NOM-141-semarnat-2003, Carrillo González y González-Chávez (2006) y con 

Kabata-Pendias (2011). El Jal Viejo representa un problema ambiental por contener altos 
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niveles de Pb, Cd y As. Romero et al. (2008) reportaron en un jal niveles menores de Pb 

(2,034 mg kg-1), pero el As (851 mg kg-1) y el Cu (12,735 mg kg-1) fueron superiores a los 

del sitio desprovisto de vegetación. En un jal reforestado, un sitio vegetado con A. fistulosus 

presentó contenidos de Pb (512 mg kg-1) y Cd (13 mg kg-1) inferiores a los del Jal Viejo 

(Salas-Luevano et al., 2017); sin embargo, el As (4,387 mg kg-1) fue más alto que en el sitio 

AF. Al apreciar las concentraciones de EPT en los tres sitios del Jal Viejo, el hecho más 

sobresaliente fue que en los sustratos vegetados el contenido de EPT fue notoriamente 

inferior que en el sitio desprovisto de vegetación: en presencia de R. luteola, el nivel de EPT 

se redujo entre 48% y 85%, y en presencia de A. fistulosus, la disminución estuvo entre 2% 

y 46%. En este sentido, ambas especies vegetales fitoestabilizaron y/o fitoacumularon una 

fracción relevante de los EPT, lo que explica por qué los sustratos de los sitios vegetados 

tuvieron menor concentración de EPT (Borymski et al., 2018).  

La estabilización y/o acumulación de los EPT están determinadas por el genotipo vegetal, 

las asociaciones microbianas en la rizosfera, las condiciones ambientales (Borymski et al., 

2018; Sing et al., 2016) y por el mismo EPT; ello explica las variaciones entre ambas 

especies vegetales en relación a su impacto en el contenido de EPT, en los sustratos. En 

el sitio RL el contenido alto de arcillas en el sustrato favoreció el secuestro y la reducción 

de la disponibilidad de EPT (Prieto Méndez et al., 2009). El sustrato del sitio AF, constituido 

en su mayoría por arenas, pudo contribuir con la baja biodisponibilidad de los EPT (Baker 

et al., 2010). Las concentraciones de EPT en el sitio AF fueron más altas con respecto al 

sitio RL. A. fistulosus es una especie perenne y podría estar aportando continuamente 

materia orgánica a los sustratos formando un microcosmos que favorece no sólo la 

tolerancia a EPT, sino también el aumento de los procesos ecológicos de mineralización y 

reciclado de nutrimentos en los jales abandonados (Epelde et al., 2010; Elizondo et al., 

2016; Wang, 2017). 

Las concentraciones de EPT en tejidos de R. luteola y de A. fistulosus fueron más bajas 

que en el sustrato correspondiente de ambas especies. Esto puede atribuirse a que existió 

un porcentaje bajo de EPT solubles, relacionado con el ambiente alcalino del sustrato 

minero (Ye et al., 2015). Las especies vegetales absorben y acumulan EPT en las raíces 

(fitoestabilización) o los trasladan de las raíces a los tejidos aéreos (fitoextracción) (Bhatti 

et al., 2018; Yan et al., 2020). Las concentraciones observadas en las raíces y en los tejidos 

aéreos de R. luteola y A. fistulosus, demuestran que los elementos esenciales son captados 

en mayor cantidad que los no esenciales (Bhatti et al., 2018). El Pb, Cd y As al no ser 
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esenciales, presentaron las concentraciones más bajas (Nagajyoti et al., 2010). Las raíces 

de R. luteola y A. fistulosus acumularon concentraciones menores de EPT que los tejidos 

aéreos. Yan et al. (2020) mencionan que las raíces son una barrera que evita la entrada de 

los EPT en los tejidos aéreos; sin embargo, en este estudio las raíces permitieron la 

traslocación de los iones metálicos hacia las partes aéreas. En conjunto, las raíces y los 

tejidos aéreos de A. fistulosus superaron los niveles máximos de acumulación en plantas 

de Pb (100 mg kg-1), Cd (30 mg kg-1) y Cu (20 mg kg-1) propuestos por Kabata-Pendias 

(2011). En R. luteola sólo el Cu (31.4 mg kg-1) superó el nivel máximo. En un jal reforestado 

(Salas-Luevano et al., 2017), A. fistulosus acumuló en sus tejidos aéreos concentraciones 

de Pb (31 mg kg-1) y Cd (6.0 mg kg-1) menores que en este estudio, sin embargo, el As (921 

mg kg-1) fue más elevado. Por otro lado, Carrillo González y González-Chávez (2006) 

reportaron concentraciones más elevadas de Cd (12 mg kg-1) y Pb (32 mg kg-1), menores 

niveles de Cu (10 mg kg-1) en los tejidos aéreos de R. luteola, pero el Cd (6 mg kg-1), Pb 

(104 mg kg-1) y Cu (8 mg kg-1) en los tejidos aéreos de A. fistulosus fueron inferiores a lo 

reportado aquí. Estas divergencias pueden deberse al ecotipo vegetal, al elemento en 

cuestión y a su concentración, entre otros factores (Baker et al 2010).  

La acumulación de EPT en sus tejidos aéreos fue menor a 1,000 mg kg-1; R. luteola y A. 

fistulosus no son especies hiperacumuladoras (Baker and Brooks, 1989). No obstante, 

ambas plantas toleran y acumulan EPT en sus diferentes tejidos y es a través del empleo 

de los factores de bioconcentración (FBC) y traslocación (FT) que se puede evaluar el 

potencial de cada una de ellas para ser utilizadas en fitorremediación (Yoon et al., 2006; 

Bhatti et al., 2018). Los valores de FBC para Pb, Cd, Zn, As, Cu, Fe y Mn en R. luteola y A. 

fistulosus fueron < 1, aun cuando A. fistulosus acumuló en sus raíces niveles más altos de 

Pb (94.5 mg kg-1), Cd (17.8 mg kg-1), As (2.03 mg kg-1) y Cu (14.3 mg kg-1) que R. luteola. 

Sin embargo, hubo cierta eficiencia para absorber Cu (FBC = 0.43) por parte de A. 

fistulosus. Carrillo González y González-Chávez (2006) mostraron que el FBC en A. 

fistulosus, fue superior a 1 para Pb (2.0) y Cd (1.2). La concentración total de EPT en los 

tejidos aéreos es el parámetro más importante para evaluar el potencial de fitoextracción 

de una planta; el FT es un indicador de la movilidad de los EPT en los tejidos vegetales 

(Zaier et al., 2010; Amin et al., 2018). En el presente estudio, R. luteola fue más eficiente 

en la traslocación de Mn (FT=7.19), seguido por Zn (FT=3.78), Cu (FT=3.46), Cd (FT=3.41) 

y finalmente Fe (FT=2.18) y Pb (FT=1.49), donde los nutrientes esenciales tuvieron mayor 

eficiencia de traslocación. En A. fistulosus la traslocación más eficiente fue de Mn 

(FT=2.75), seguida por Cd (FT=1.97), Zn (FT=1.45), Fe (FT=1.42) y Cu (FT=1.19). Una 
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mayor absorción de Cd que de Zn en los tejidos aéreos de A. fistulosus sugiere una 

competencia entre ambos elementos (Amin et al., 2018). Por otro lado, A. fistulosus no fue 

eficiente para la traslocación de Pb (FT=0.38). La captación elevada de Pb afecta la 

morfología, el crecimiento y los procesos fotosintéticos de las plantas (Nagajyoi et al. 2010); 

A. fistulosus evita traslocar el Pb de sus raíces hacia los tejidos aéreos para disminuir su 

toxicidad. La tolerancia de las especies vegetales a la toxicidad por EPT, así como su 

adaptabilidad a las condiciones ambientales locales, son claves en la eficiencia de la 

fitoextracción (Salas-Luevano et al., 2017). En este estudio se observó que R. luteola y A. 

fistulosus tienen un potencial para fitoextraer Pb, Cd y Cu en jales contaminados. 

5.1.4. Actividad microbiana en los sustratos mineros 

La elevada concentración de EPT en los residuos mineros puede inhibir la actividad 

enzimática en forma directa mediante la inmovilización de las enzimas, o indirecta, como 

consecuencia de la toxicidad sobre los microorganismos (Tunҫ y Demir, 2019). Sin 

embargo, el establecimiento de vegetación puede modificar diferencialmente este efecto, 

como se observó en los tres sitios, particularmente sobre el incremento en la actividad β-

glucosidasa y deshidrogenasa en A. fistulosus, y en la tendencia al incremento en la 

actividad polifenoloxidasa y fosfomonoesterasa en el sustrato asociado a ambas especies, 

en contraste con el sustrato sin vegetación. Lo anterior fue consistente con la tasa de 

mineralización de carbono más alta (15.1 µg C g-1 d-1) en el sitio vegetado AF, cuyos valores 

reflejan un elevado aporte de materia orgánica vegetal, lo que favorece la actividad 

microbiana y el suministro de nutrientes en los sustratos mineros (Borymski et al., 2018). A. 

fistulosus tiene un crecimiento profuso, con una elevada producción de biomasa que es 

depositada en el piso; en contraste, R. luteola es una planta con una producción de biomasa 

menor. Además de los EPT, la actividad enzimática en los sitios de estudio también está 

determinada por otros factores físicos, químicos y biológicos que perjudican la interacción 

metal-enzima (Karaca et al., 2010).  

5.2. Identificación molecular y análisis de la comunidad fúngica global en los 

sustratos mineros y en tejido radical de Reseda luteola y Asphodelus fistulosus 

Los EPT presentes en los jales afectan de manera negativa las plantas, así como la 

densidad, actividad y diversidad de los microorganismos (Epelde et al., 2010). Sin embargo, 

los microorganismos de la rizosfera pueden incrementar la tolerancia vegetal contra los EPT 

(Yamaji et al., 2016). Los hongos tienen la aptitud de tolerar y adaptarse al estés metálico 

y pueden promover la evolución de ecotipos tolerantes a EPT (Gadd, 1993; Anahid et al., 
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2011; Likar y Regvar, 2013). Mediante secuenciación masiva se llevó a cabo un análisis de 

la comunidad global fúngica en el interior y en el exterior de las raíces de R. luteola y A. 

fistulosus; por comparación, se analizó la comunidad del sustrato no vegetado; en todos los 

casos prevalecieron los hongos formadores de micelio. Cao y Liu (2015) mencionan que 

los hongos filamentosos reducen la biodisponibilidad y toxicidad de EPT. Es de resaltar que 

los sustratos mineros aledaños a las raíces de R. luteola (2.62) y A. fistulosus (2.51) 

mostraron mayor diversidad fúngica que el sitio desprovisto de vegetación (1.47); en este 

último, las concentraciones más altas de EPT pudieron afectar la diversidad (Kavamura y 

Esposito, 2010). La diversidad fúngica más alta en los sitios vegetados fue favorecida por 

R. luteola y A. fistulosus al proporcionar una amplia gama de nutrientes a la comunidad 

microbiana; en el sitio sin vegetación el aporte de materia orgánica es más limitado 

(Borymski et al. 2018). Asimismo, en algunos casos las comunidades microbianas pueden 

ser muy específicas y de baja diversidad (Epelde et al., 2010), como se aprecia en el sitio 

desprovisto de vegetación donde la comunidad fue menos diversa y más dominante (0.66). 

Por otra parte, dentro de las raíces de R. luteola y A. fistulosus, las comunidades fúngicas 

podrían estar actuando como una segunda capa de defensa de las plantas para enfrentar 

las concentraciones altas de EPT en los sustratos mineros (Dini-Andreote, 2020). Los sitios 

RL (68 ASV) y AF (14 ASV) tuvieron una comunidad fúngica específica que pudiera ser 

clave para el establecimiento y mantenimiento vegetal en estos sitios contaminados por 

EPT (Borymski et al., 2018; Rodríguez et al., 2019). 

El phylum más grande y diverso de hongos, Ascomycota, fue el más abundante en los tres 

sitios de estudio. Los miembros de este phylum, que comprende saprobios, parásitos y 

simbiontes, tienen una importancia ecológica relevante al colonizar diversos hábitats, donde 

intervienen en el funcionamiento de los ecosistemas (Ávalos-Lázaro et al., 2018). Los phyla 

Basidomycota y Mortierellomycota también estuvieron presentes en los sitios de estudio; 

los Ascomycota y Basidomycota son comúnmente reportados en suelos contaminados por 

EPT (Mishra et al., 2017). Ye et al. (2020), en un suelo contaminado por minería, reportaron 

los Ascomycota y Basidiomycota como los más abundantes; cabe destacar que otros taxa 

también estuvieron presentes (Sordariomycetes, Eurotiomycetes, Agaricomycetes, 

Nectriaceae, Mortierellaceae, Incertae sedis, Trichocomaceae, y Fusarium), y coinciden con 

lo reportado aquí. En el presente estudio se observó que los hongos pueden adaptarse a 

las diferentes concentraciones de EPT al modificar la abundancia y composición de su 

comunidad (Zhao et al., 2019). Los taxa más abundantes en los tres sitios de estudio, tanto 

en los sustratos como en el interior de las raíces de R. luteola y A. fistulosus, fueron 
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Fusarium y Sarocladium; en los sustratos el taxón más abundante fue Penicillium. Los 

géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium se han reportado como especies muy 

competitivas para sobrevivir en diferentes condiciones de estrés (Lin et al., 2020). Algunas 

especies del género Sarocladium son consideradas endófitos mutualistas (Yeh y Kirschner 

2014). Especies del género Fusarium han sido reportadas como tolerantes a Pb y Cd 

(Muñoz-Silva et al., 2019). Los géneros Fusarium, Cladosporium, Aspergillus y Penicillium 

se han detectado en plantas establecidas en sitios mineros contaminados con Pb, Cd, y Zn 

(Ortega-Larrocea et al., 2012; Deng et al., 2014).  

En los sustratos vegetados de RL y AF los taxa más abundantes fueron Hypocreales, 

Clavicipitaceae, Phialemonium, Naganishia, Exophiala, Nectriaceae, Acrostalagmus y 

Capronia. Zhang et al. (2013) reportaron que los hongos Exophiala, Phialophora y 

Leptodontidium colonizaron las raíces de plantas en sitios contaminados con Pb y Zn. 

Exophiala puede conferir una evidente tolerancia al Cd a su planta huésped y además juega 

un papel funcional como hongo benéfico (Wang et al. 2016). A diferencia de los sustratos 

vegetados, en el sustrato no vegetado abundaron Stibella y Aspergillus. Los taxa más 

abundantes en el interior de las raíces de R. luteola fueron Pleosporales, Metacorcypes, 

Monosporascus, Diaporthe, Myrothecium, Ceratobiasidae; los taxa compartidos entre el 

exterior e interior de sus raíces fueron Alternaria y Scytalidium; solamente Clonostachys y 

Paraphoma se observaron en el interior de ambas plantas. Li et al. (2012) reportaron que 

los géneros Alternaria y Phoma mostraron una adaptación a Pb, taxa que fueron 

observados en A. fistulosus. 

Las divergencias en las comunidades fúngicas entre sustratos vegetados y no vegetado, 

así como entre el interior de las raíces de las dos plantas, determinan la actividad 

degradadora de la materia orgánica, el comportamiento vegetal frente a los EPT y su 

estabilización o acumulación en los tejidos. En las zonas vegetadas del Jal Viejo está 

ocurriendo una atenuación natural de las condiciones extremas de los sustratos, proceso 

que está impulsado por microorganismos y plantas establecidos en forma natural y que 

participan en la estabilización o acumulación de contaminantes (González-Chávez et al., 

2009; Kang et al., 2020). Las comunidades fúngicas de R. luteola y A. fistulosus podrían 

estar participando en el establecimiento de ambas especies vegetales en el sustrato minero. 

A su vez, R. luteola y A. fistulosus estarían ofreciendo un lugar rico en recursos que 

beneficia la abundancia y diversidad de las comunidades fúngicas.  
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5.3. Identificación molecular y determinación de hongos endófitos septados oscuros 

cultivables del interior de las raíces de Reseda luteola y de Asphodelus fistulosus  

El aislamiento de hongos cultivables permitió constituir una colección de aislados 

procedentes del Jal Viejo, adaptados a las condiciones de los residuos mineros, así como 

explorar algunos aspectos fisiológicos para comprender mejor su comportamiento. Las 

condiciones de los residuos mineros son extremas como fue descrito previamente (Solís-

Hernández et al. 2022), con una estructura física inestable, bajos niveles en nutrimentos, 

así como un elevado contenido disponible en Pb, Cd y As. Este sistema antrópico también 

está sometido a altas temperaturas y regímenes de radiación, en particular en las áreas 

poco vegetadas y sin vegetación. A simple vista se aprecia la escasa diversidad y cobertura 

vegetal en el Jal Viejo; sin embargo, una cierta diversidad de hongos cultivables 

evidenciada en este trabajo demuestra que estos microorganismos también están 

presentes y toleran esas condiciones extremas. Por tanto, los hongos endófitos junto con 

su huésped vegetal toleran y mitigan las condiciones inhóspitas de los residuos mineros, y 

rehabilitan en forma natural y paulatina esas condiciones del ambiente edáfico. Los hongos 

ESO se encuentran ampliamente distribuidos en todas las altitudes y latitudes del planeta 

(Jumpponen y Trappe 1998), particularmente en ambientes de estrés como los residuos 

mineros con presencia de EPT (Zhang et al. 2013; Liu et al., 2017; Flores-Torres et al. 

2021). 

En este trabajo, de un total de 300 fragmentos de raíces sembradas de cada planta, en el 

3.6% de las raíces de R. luteola, y en el 75.7% de las raíces de A. fistulosus emergieron 

colonias fúngicas. Lo anterior coincide con un análisis microscópico previo de las raíces 

teñidas de ambas plantas, donde R. luteola y A. fistulosus alcanzaron una intensidad de 

colonización radical por hongos ESO del 11% y 51%, respectivamente, según la presencia 

de hifas septadas hialinas y oscuras, y de microesclerocios (Flores-Torres et al. 2021). Se 

lograron aislar 61 hongos ESO cultivables del interior de las raíces de R. luteola y A. 

fistulosus. Es la primera vez que se aísla la comunidad fúngica del interior de las raíces de 

estas dos plantas exóticas con elevada relevancia como invasoras en México. A. fistulosus 

se ha registrado como ruderal en ambientes urbanos (Martínez et al. 2021) y en residuos 

mineros (Salas-Luévano et al. 2021); por su parte, R. luteola se ha reportado como ruderal 

y arvense (conabio.gob.mx) y colonizadora de residuos mineros (Flores-Torres et al. 2021). 

Hay que resaltar que ambas especies vegetales se han adaptado perfectamente a las 

condiciones de los residuos mineros del Jal Viejo, donde forman parches y enriquecen el 

ambiente edáfico con el aporte de materia orgánica.   
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Según las secuencias obtenidas de la región ITS (ITS1-5.8S-ITS2 rDNA) y las 

características morfológicas, los 61 aislados de hongos ESO provenientes de las raíces de 

R. luteola y A. fistulosus pertenecen a los géneros Alternaria, Colletotrichum, Setophoma, 

Acrocalymma-Rhizopycnis y Stemphylium. Se han registrado diferentes hongos ESO en 

residuos mineros conteniendo EPT, ya sea como aislados cultivables (Ban et al., 2012, Xu 

et al., 2015; Wang 2016; Liu et al., 2017; Hou et al., 2020; Flores-Torres et al. 2021) o 

detectado molecularmente por secuenciación masiva (Solís-Hernández et al. 2022). Los 

hongos cultivables del Jal Viejo al crecer en medios sintéticos demuestran su capacidad 

saprobia; degradan materia orgánica y liberan los productos de esta degradación, por lo 

que enriquecen el limitado contenido nutrimental del ambiente edáfico de los residuos. 

Ambas plantas, R. luteola y A. fistulosus, compartieron los géneros Alternaria y 

Acrocalymma-Rhizopycnis en el interior del sistema radical y a su vez fueron los géneros 

más frecuentes en este trabajo; ambos géneros tienden a promover el crecimiento de las 

plantas huésped y confieren tolerancia contra EPT (Li et al., 2012; Jin et al., 2018). El 

sistema radical de A. fistulosus estuvo también asociado con miembros de los géneros 

Colletotrichum, Setophoma y Stemphylium, siendo este el primer registro de esos géneros 

en jales mineros. Previamente, en residuos mineros Alternaria fue el único género aislado 

del interior de raíces de Tagetes lunulata (Flores-Torres et al. 2021), y a su vez Alternaria 

predominó en tallos y hojas de Arabis hirsuta, Acacia decurrens, Symplocos paniculata, 

Rabbosiae riocalyx, Arenaria serpyllifolia y Rosa longicuspis (Li et al. 2012). Considerando 

que Alternaria predominó en R. luteola y Acrocalymma-Rhizopycnis en A. fistulosus, las 

diferencias en la riqueza de hongos ESO en cada planta podría estar vinculada con una 

especificidad planta-hongo. La interacción fisiológica planta-hongo puede ponerse en 

evidencia a través de diferentes mecanismos; por ejemplo, Acrocalymma vagum disminuyó 

el contenido de EPT en hojas de tabaco (Jin et al., 2018). 

5.4. Tolerancia a plomo y cadmio por hongos endófitos septados oscuros (ESO) 

aislados de Reseda luteola y Asphodelus fistulosus 

La exposición al Cd y Pb in vitro permite introducirse en la fisiología de los hongos. Como 

era de esperarse, los cinco aislados toleraron las concentraciones biodisponibles de 143 

mg Pb L-1 y de 6.6 mg Cd L-1 registradas en los residuos mineros (Flores-Torres et al. 2021), 

así como niveles superiores (214.5 mg Pb L-1 y 9.9 mg Cd L-1). Sin embargo, los hongos 

más tolerantes al estrés metálico fueron consistentemente Colletotrichum y Alternaria 

debido a que alcanzaron el máximo crecimiento colonial y la más alta producción de 
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biomasa a los 14 días. Alternaria es un género sobresaliente en sitios contaminados por 

agroquímicos y EPT; este género tiende a generar metabolitos que promueven el 

establecimiento de la planta en los sitios contaminados (Spagnottiy et al., 2020). Cada 

hongo ESO puede tener estrategias específicas para tolerar los EPT, entre ellas se 

encuentra la producción de melanina en su pared celular, de polisacáridos extracelulares, 

de metabolitos y de enzimas (Zhang et al., 2008). Por ejemplo, estudios a nivel 

transcripcional en Exophiala pisciphila en presencia de Cd (Zhan et al. 2015) y bioquímicos 

en Gaeumannomyces cylindrosporus sometido a Pb (Ban et al. 2012), revelaron una serie 

de aspectos fisiológicos ligados a sistemas antioxidantes y reparación de DNA, entre otros, 

para contrarrestar la toxicidad metálica. Los endófitos fúngicos afectan de manera positiva 

la vegetación al participar en forma indirecta en la formación de suelo, que es 

particularmente importante en ambientes degradados, y directamente ajustando la 

adaptación de la planta a la toxicidad de EPT y mejorando el rendimiento de la biomasa 

vegetal (Domka et al., 2019). Por lo anterior, los hongos ESO han sido señalados como 

herramientas relevantes en la fitorremediación (Domka et al., 2019; Nandy et al. 2020). 

5.5. Solubilización de fosfato de los aislados fúngicos de Reseda luteola y 

Asphodelus fistulosus en presencia y en ausencia de plomo y cadmio 

Los hongos ESO pueden crecer como biótrofos y saprófitos; esta heterogeneidad les 

permite tener diferentes efectos sobre su huésped vegetal, incluyendo una gama de 

relaciones simbióticas (Mandyman y Jumpponen, 2012; Barresi et al., 2022); poco se 

conoce sobre la capacidad que tienen para solubilizar los fosfatos del suelo. En los residuos 

mineros del Jal Viejo, el fósforo disponible mostró niveles casi ausentes (Flores-Torres et 

al. 2021) y una concentración total de apenas 0.22 a 0.31 mg g-1 (Solis-Hernández et al. 

2022). Los cinco aislados fúngicos analizados aquí demostraron que tienen capacidad 

solubilizadora de fosfatos aún bajo estrés por Pb y Cd; la solubilización a veces fue incluso 

superior en presencia de metales, por lo cual los mecanismos fisiológicos respectivos no 

fueron afectados por el Pb y el Cd. Esto destaca el papel ecológico de la comunidad de 

hongos ESO en el ambiente edáfico: aún en presencia de Pb y Cd, ocurre el aporte de 

fosfato soluble y se eleva la calidad nutrimental de los residuos mineros. En el mismo 

sentido, otros hongos ESO han destacado por su capacidad para solubilizar fosfato 

incluyendo Curvularia, Phialocephala, Drechslera, Ophiosphaerella, Acrocalymma y 

Paraboeremia (Priyadharsini y Muthukumar 2017; Spagnoletti et al. 2017; Surono y 

Narisawa, 2017; He et al., 2019; Barresi et al., 2022). Algunos de estos autores han 

propuesto estos hongos ESO para elaborar biofertilizantes. Los hongos ESO presentes en 
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los residuos mineros podrían estar facilitando la absorción de P y de esta manera promover 

el establecimiento de poblaciones vegetales en estos sitios extremadamente contaminados 

por EPT. 
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Capítulo 6. Conclusiones 

• El Jal Viejo se estudió como un modelo para determinar las condiciones de residuos 

mineros abandonados y contaminados con EPT, así como para evaluar el impacto 

de la actividad biológica de plantas y de hongos. 

• Fueron identificados indicadores químicos, bioquímicos y biológicos que ilustran el 

proceso de remediación natural en un jal abandonado contaminado con Pb, Cd y 

As. La cobertura vegetal con las plantas R. luteola y A. fistulosus favoreció la 

disminución de la conductividad eléctrica y redujo la concentración total de EPT en 

los residuos mineros. Las concentraciones más altas de C se observaron en los 

sitios con vegetación en comparación con el sitio sin vegetación demostrando un 

papel positivo de la cubierta vegetal al proporcionar este nutrimento al ambiente 

edáfico. La especie vegetal A. fistulosus, al aportar mayor cantidad de materia 

orgánica, favoreció la actividad enzimática de β-glucosidasa y deshidrogenasa, así 

como la mineralización de carbono. Las actividades enzimáticas de polifenoloxidasa 

y fosfomonoesterasa tendieron a incrementarse en los sitios vegetados en 

comparación con el sitio no vegetado. Tanto R. luteola como A. fistulosus, redujeron 

considerablemente el contenido de EPT en los sustratos, lo que sugiere su 

relevancia en procesos de fitoestabilización y de fitoextracción de los elementos. 

• El microbioma fúngico presente en los residuos mineros con cubierta y sin cubierta 

vegetal, así como dentro de las raíces de las dos plantas, fue puesto en evidencia 

mediante estrategias moleculares y microbiológicas. Predominaron los hongos 

Ascomycota e ilustra la relevancia de estos en el ambiente extremo. Los residuos 

mineros sin vegetación tuvieron una comunidad fúngica menos diversa en contraste 

con los sitios vegetados. Se aislaron e identificaron hongos ESO del interior de las 

raíces de R. luteola y A. fistulosus; los géneros presentes fueron Alternaria, 

Colletotrichum, Setophoma, Acrocalymma-Rhizopycnis y Stemphylium. Se observó 

que, en las especies vegetales, tanto en el interior como en el exterior de sus raíces, 

la comunidad fúngica fue específica.  

• Fue abordada la fisiología de algunos de los hongos ESO. Alternaria y 

Colletotrichum fueron los géneros que lograron mayor capacidad para crecer y 

producir biomasa en menos tiempo, por lo que se consideran los más tolerantes de 
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los aislados evaluados y podría constituirse como herramientas relevantes en 

estrategias de remediación de sustratos/suelos contaminados.  

• El Pb y Cd no inhibieron la capacidad solubilizadora de fosfatos en los cinco aislados 

de hongos ESO; por el contrario, propiciaron que los hongos ESO tuvieran una 

mayor capacidad de solubilizar fosfatos. Esta evidencia ilustra que existe un aporte 

de fosfato al ambiente en los residuos mineros aun cuando las concentraciones de 

ambos metales son altas.  

• Cada especie vegetal cumplió con un papel modulador en el efecto de la rizosfera 

sobre los residuos mineros. Los resultados ponen en evidencia el papel de la planta 

y de la rizosfera en la mitigación natural de las condiciones extremas de los residuos 

mineros. Asimismo, destaca la relevancia de vegetar los jales mineros a cielo abierto 

con el fin de disminuir el impacto negativo que se genera sobre el medio ambiente 

y en los organismos que se encuentran en su entorno. Además, los géneros 

Colletotrichum y Alternaria podrían ser candidatos para aplicarse, junto con un 

huésped vegetal previamente seleccionado, en procesos de remediación en jales 

contaminados. 
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Capítulo 7. Perspectivas 

1. Identificar la comunidad fúngica tanto interna como externa de A. fistulosus y R. 

luteola, ilustra la relevancia de conocer la comunidad fúngica de otras especies 

vegetales que se establecen en depósitos de residuos mineros.  

2. El aislamiento de los hongos ESO cultivables es un precedente que permitió integrar 

un cepario compuesto por cinco géneros (Alternaria, Colletotrichum, Setophoma, 

Acrocalymma-Rhizopycnis y Stemphylium), para continuar estudios fisiológicos: por 

ejemplo, la producción y el papel de la melanina y de los metalóforos, y la tolerancia 

y la capacidad de acumulación de otros EPT de relevancia ambiental, entre otros 

aspectos.  

3. Evaluar el sistema planta-raíz-residuos mineros in vitro en cuanto a la tolerancia a 

EPT con inoculación fúngica de los hongos aislados y especies vegetales nativas 

de los jales mineros.  

4. Este trabajo ofrece herramientas fúngicas para potencialmente ser utilizadas en 

vegetación de jales mineros que contribuyan en mitigar el impacto ambiental en 

zonas semiáridas de México. 
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Abstract 

Mining releases elevated volumes of mining residues that possess extreme abiotic 
characteristics, in which their content in potentially toxic elements (PTE) constitutes 
a threat to the ecosystems and organisms. The fungi associated with the rhizosphere 
of the plants established in the mining residues tolerate and mitigate these 
inhospitable conditions, and in addition participate in the natural rehabilitation of that 
anthropic environment. The objective was to identify the fungal community 
associated with the roots of Reseda luteola and Asphodelus fistulosus in mining 
residues contaminated with lead (Pb), cadmium (Cd), and arsenic, and to explore 
the role of the fungi. We isolated and identified 60 dark septate endophyte (DSE) 
fungi from the interior of the roots of the two plants. The sequences of the ITS1-5.8S-
ITS2 rDNA region were registered in the databases of the NCBI; according to a 
phylogenetic analysis, the DSE proceeding from both plants belonged to Alternaria, 
Colletotrichum, Setophoma, Acrocalymma-Rhizopycnis, and Stemphylium. 
Colletotrichum and Alternaria alternata consistently exhibited the greatest tolerance 
to the Pb and Cd, in vitro; five of the DSE fungi solubilized phosphate, even in the 
presence of Pb and Cd. We identified 10 morphotypes of the arbuscular mycorrhizal 
fungi (AMF) spores in the rhizospheric soil of A. fistulosus; there was a 
predominance of Glomerales, with the most abundant species being Rhizophagus 
intraradices. Due to their saprobe character, their abundance, their tolerance, and/or 
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their phosphate solubilization, the relevance is argued for and highlighted of DSE 
and AMF in the mitigation and the natural rehabilitation of the extreme conditions of 
the mining residues. 

Keywords: Arbuscular mycorrhizal fungi, Asphodelus fistulosus, Dark septate 
endophyte fungi, Funga, Reseda luteola, Rhizophagus intraradices 

   

1. Introduction 

The Great Acceleration, which initiated around 1950, probably marks the beginning 
of the most recent geological epoch in the history of Planet Earth, denominated 
Anthropocene. This epoch is characterized by the profound impact of human activity 
on the biosphere, including the dissemination of a broad spectrum of elements, 
molecules, and materials (Waters et al., 2016). In this respect, mining activity daily 
releases millions of tons of residues that are deposited the open air. Mining residues 
or tailings, are materials that frequently contain potentially toxic elements (PTE), 
such as lead (Pb), cadmium (Cd), zinc (Zn), copper (Cu), and arsenic (As) (Liu et 
al., 2017; Salas-Luévano et al., 2017; Flores-Torres et al., 2021). The dragging of 
these toxic residues by means of the action of the rain and wind magnifies their 
negative impact on the ecosystems, organisms, human populations, agricultural 
soils and bodies of water to reach great distances, thus representing a serious threat 
to human well-being (Becerril et al., 2007; Mench et al., 2010). Throughout the 
territory of Mexico, historically a mining country, multiple sites are appreciated with 
residues deposited in an unordered manner in the open air, very infrequently 
disposed in dams, as cited in the valid legislation (NORMA Oficial Mexicana NOM-
141-SEMARNAT-2003). In 2021, 585 tailings dams accounted for in the country 
(SEMARNAT, 2023). Mining residues are materials that, because of their 
characteristics, represent an extreme environment for organisms, due to that they 
lack an adequate physical structure, they possess a low retention capacity of water, 
they are poor in basic nutrients, and they contain an elevated concentration of PTE 
(Flores-Torres et al., 2021; Solis-Hernández et al., 2022).   

Certain pioneer plant species and microorganisms tolerate inhospitable conditions 
and establish themselves in mining residues (Xu et al., 2015; Salas-Luévano et al., 
2017). In particular, the rhizosphere is an environment of microbial diversity that is  
adapted to the conditions of stress in the mining residues. The exudates of organic 
compounds in the rhizosphere generates microenvironments in which the growth 
and microbial activity is intensified, which is reflected in the extracellular enzymatic 
activity responsible for the recycling and availability of the nutrients (Mendez & 
Maier, 2008; Philippot et al., 2013; Prashar et al., 2014; Elizondo et al., 2016; Feng 
et al., 2017). The microorganisms secrete certain polysaccharides that join with the 
particles that integrate mining residues and improve their structural stability (Wang 
et al., 2017). Thaks to that the tissues and cells tend to accumulate certain PTE and 
hamper their dispersion, the microbial-plant covering puts a stop to the eolic and 
hydric transport of the residues, buffers, and detains the toxicity that they represent 
for the environment (Salas-Luévano et al., 2017). This biological covering slowly 
transforms the inhospitable conditions of the residues, favors the increase of the 



 

104 
 

diversity and the abundance of organisms, and stimulates basic edaphic functions. 
The plant and microbial mass is a food source for organisms such as arthropods, 
collembola, annelids and mollusks, with which the trophic network is strengthened.  

The fungal community is fundamental for the plant development at sites 
contaminated by PTE (Epelde et al., 2010); the microorganisms positively influence 
then plants on increasing the tolerance and/or eliminate the PTE (Kenedy & de Luna, 
2005). The arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) belong to the Subphylum 
Glomeromycotina, and most of dark septate endophyte (DSE) fungi are included in 
the Phylum Ascomycota (Spatafora et al., 2017); both fungal groups are ubiquitous 
and their role can be very relevant in mining residues. The AMF elevate the 
effeciency of the uptake of phosphorus and nitrogen by the plants thanks to that they 
increase the area of exploration of the soil with the hyphal network (Smith & Read, 
2008); they also protect the plants from the edaphic stress deriving from PTE. The 
DSE fungi have been highlighted for their favoring of the nutrient uptake and for their 
key role in plant protection against the PTE (Jumpponen & Trappe, 1998). In this 
context, the DSE Exophiala pisciphila improved the Cd tolerance of maize plants by 
modifying root morphology, by promoting Cd binding to the cell walls, and by forming 
an insoluble phosphate Cd (Chen et al., 2023). Inoculation of Medicago sativa and 
Ammopiptanthus mongolicus plants with the DSE fungi Acrocalymma vagum and 
Scytalidium lignicola improved the root growth and the nutrient absorption, modified 
the Cd concentration in soil, and enhanced plant growth and survival under Cd stress 
(Hou et al., 2020). Concerning AMF, in recent reviews some plant aspects were 
pointed out that are related to AMF mitigation of PTE in metal contaminated soils, 
including nutrient uptake, defense systems, and metal tolerance (Riaz et al., 2021), 
as well as plant performance (Marro et al., 2022). Fungi, together with their plant 
counterpart, in consequence, are fundamental in the natural attenuation or 
alleviation, that is, leading to processes that degrade or dissipate contaminants 
(González-Chávez et al., 2009), in this case in mining substrates.  

The latter has motivated going into more depth in the knowledge of the fungal 
microbiome at a mining-residues site abandoned more than 50 years ago, with 
minimal human activity at present. Thus, our objective was to identify the fungal 
community (DSE and AMF) associated with the roots of Reseda luteola and 
Asphodelus fistulosus, invasive exotic plants established in mining residues 
contaminated with PTE, and to explore the role of fungi in the natural attenuation of 
the toxic conditions and in the rehabilitation of the residues.  

2. Materials and methods 

2.1. Area of study and sampling 

The site-under-study of the mining residues, denominated Jal Viejo, is found in 
Vetagrande, in the Mexican State of Zacatecas, in the open air (22°50´27” N, 
102°33´14” W); it has not had an additional contribution of mining material for more 
than 50 years. This deposit of tailings has an approximate area of 13.5 ha; the 
available concentration of Pb (143 mg kg-1) and of Cd (6.6 mg kg-1), and the total 
concentration of As (63-302 mg kg-1) represent levels of ecotoxicological risk (Flores-
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Torres et al., 2021; Solis-Hernández et al., 2022). The climate of the zone is semi-
arid (BS1kw(w)(e)g), with a mean annual precipitation of 510 mm and a mean annual 
temperature of 16 °C (García, 2004; Servicio Geológico Mexicano, 2018). Jal Viejo 
is found partially vegetated by Simsia (Asteraceae), Cerdia congestiflora 
(Caryophyllaceae), Tagetes lunulata (Asteraceae), Reseda luteola (Resedaceae), 
and Asphodelus fistulosus (Xanthorhoeaceae). In the present study, land parcels 
covered with two invasive exotic species, herbaceous species, and perennial 
species of European origin were selected (Fig. 1): on the one hand R. luteola, which 
grows in pine–oak forests and in ruderal environments, and on the other hand, A. 
fistulosus, which grows in xeric scrub lands, tropical forests, dry pine–oak forests, 
and also in ruderal environments. At each site, covered with R. luteola or with A. 
fistulosus, it was traced a 60-m transcept: within this transcept, at each 20 m, it was 
established a sampling point. For isolating DSE fungi, it was sampled a fraction of 
the roots of an individual plant, in order to have a total of three individuals per 
species, and we kept the roots in hermetically sealed bags at 4°C. Extraction of AMF 
spores was carried out in A. fistulosus, considering that only this plant was colonized 
by these fungi, according to a previous analysis (Flores-Torres et al., 2021). 
Meanwhile, in the field we selected three A. fistulosus plants, we took a portion of 
the substrate adjoining the roots and stored this at room temperature. 

2.2. Isolation, characterization, and identification of dark septate endophyte 
fungi  

The roots of R. luteola and A. fistulosus were washed with running water until 
eliminating the remaining substrate. Following this, the roots were disinfected 
superficially during 1 min with ethanol 99 %, for 5 min with hydrogen peroxide at 35 
%, for 30 s with ethanol at 99 %, and finally they were washed three times with sterile 
deionized water (Ban et al., 2012). Afterward, the roots were cut into 1.5-cm-long 
segments, longitudinal and transversal incisions were made in each segment prior 
to their being deposited in rose Bengal agar (Difco) plus ampicillin (250 mg L-1) plates 
to inhibit bacterial growth. Five segments were deposited per plate and a total of 300 
root segments per plant species; these were incubated at 28 °C during 10 days until 
observing fungal growth.  

The initial fungal colonies proceeding from the roots were purified by means of 
monohyphal cultures, according to the hyphal-tip method, in order to obtain 
homogeneous isolates with a greater stability in their genetic properties (Ayala-
Zermeño et al., 2012). For this, each isolate was cultivated in natural potato-
dextrose-agar (PDA), at 28 °C during 5 días. With a stereoscopic microscope under 
sterile conditions, we observed the colony’s borders in order to identify the hyphal 
tips under growth conditions; with a sterile needle it was cut the PDA segment 
containing the tip of a sole hypha and transferred it to a new plate. The isolates were 
incubated at 28 °C; after 72 h, we carried out compound microscope observations 
(40X) to verify the growth originating from a sole hypha, without contamination. The 
morphological characteristics of the purified colonies were described (Mier et al., 
2013). Finally, the fungi were stored in natural PDA at 4 °C, and in water at room 
temperature. The micromorphological characterization of the fungal isolates was 
conducted through microcultures in 2-mm-thick PDA segments. The microcultures 
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were deposited on a glass rod doubled within a sterile Petri dish with glycerol at 10 
%, incubated at 28 °C during 7 days, and observed with the light microscope in a 
single drop of lactophenol blue on a slide. Dichotomic keys were consulted to identify 
the characteristics of the DSE fungi, which present in their majority a dark 
pigmentation, hyphal structure tight and sinuous, hyaline, and thin hyphae with lipidic 
bodies in their interior, in addition to dark-colored conidia (Jumpponen & Trappe, 
1998; Barrow & Aaltonen, 2001; Barrow, 2003). 

For the molecular identification, we obtained fresh mycelia from the purified fungal 
isolates cultivated in natural PDA during 10 days at 25 °C in darkness. The DNA of 
the DSE was extracted based on the CTAB method (Allers & Litchen, 2000, modified 
by Rodríguez-Tovar et al., 2005), and the ITS1-5.8S-ITS2 rDNA was amplified with 
the primers ITS1 (5´-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3´) and ITS4 (5´-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3´). The PCR reaction was carried out in a 
MaxyGene Gradient Thermocycler (USA). The reaction mixture has a final volume 
of 50 µL, with 22 µL of sterile distilled water, 1 µL of fungal DNA (50-100 ng), 1 µL 
of each primer at 1 µg mL-1 and 25 µL of 2X PCR Super Mix (GeneDirex). The 
amplification program was the following: initial denaturation at 95 °C/10 min, 35 
denaturation cycles at 95 °C/1 min, annealing at 55 °C/1 min, an initial elongation at 
72 °C/1 min, and a final elongation at 72 °C/7 min. The PCR product was analyzed 
by electrophoresis in a 1 % agarose gel, stained with SYBR® Safe DNA gel stain 
(Invitrogen), and the amplified bands were visualized in a transilluminator under 
ultraviolet light. The PCR products were purified and sequenced in bidirectional form 
by the method of Sanger (Macrogen Inc., Geumcheon-gu, Seoul, South Korea). In 
order to perform a phylogenetic analysis, each sequence was edited with the Sieview 
version 4.1 software program and the BioEdit Sequence version 7.0.5.2 software 
program. A search was conducted for the homologues of the sequences in the 
Nucleotide BLAST platform; the following parameters were utilized: the Nucleotide 
collection database (nr/nt); the taxid 4890 (Ascomycota) was selected, excluding the 
sequences of the uncultured samples; the selection program was Megablast; the 
algorithm parameters were those determined by the Megablast program 
(//blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Sequence alignment was carried out with the 
Unipro UGENE v1.32.0 program (//ugene.net/), and the determination of the 
evolutive model was conducted by the jModel Test 2.1.10 v20160303 program. On 
obtaining the evolutive model, we determined the maximal parsimony criterion with 
the PhyML_3.0 program; for the elaboration of the phylogenetic tree, we considered 
as parameters 1,000 bootstrap and as external group Aspergillus flavus (Galtier et 
al., 1996; Posada & Crandall, 1998; Rigó et al., 2002).  

2.3. Tolerance to Pb and Cd by dark septate endophyte fungi  

It was evaluated in vitro the tolerance of the DSE fungi against the Pb and Cd. For 
this, we selected five fungal isolates at the rate of one representative of each genus 
present in the roots of R. luteola and A. fistulosus: Colletotrichum, Setophoma, 
Acrocalymma-Rhizopycnis, Stemphylium, and Alternaria. It was utilized the modified 
minimum Mellin-Norkrans (MMN) culture medium and adjusted it to pH 7. We 
considered as treatment three concentrations for each metal based on the levels 
present in the Jal Viejo site, wherefrom proceeded the plants and the fungi as 

http://ugene.net/
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follows: for the Pb, 71.5, 143, and 214.5 mg L-1, and for the Cd, 3.3, 6.6, and 9.9 mg 
L-1. As the control treatment, the fungi were cultured in the absence of metals. The 
Pb was added as PbCl2, and the Cd, as CdCl2. Prior to the inoculation, the fungal 
isolates were cultivated in natural PDA at 20 °C during 14 days. Once a 
homogeneous colony was obtained, circular disks were taken with the mouthpiece 
of a Pasteur pipette from the corresponding fungal border. A disk was utilized to 
inoculate one plate MMN medium with and without Pb and Cd; the plates were 
incubated at 20±1 °C during 14 days. It was evaluated the colonial growth at 14 days, 
considering two perpendicular diameters (D1 and D2) of each colony. It was also 
determined the production of biomass, for which with a spatula, we took each 
complete fungal colony at 14 days of incubation, deposited it on a previously 
weighed aluminum tray to dry them in an oven at 90 °C, during 5 days, until constant 
weight. The dry weight of the biomass was calculated by means of the difference 
between the initial and the final weight.      

2.4. Solubilization of phosphate by the dark septate endophyte fungi  

It was performed a semi-quantitative evaluation of the solubilization of phosphate of 
five fungal isolates at the rate of one representative of each genus present in the 
roots of R. luteola and A. fistulosus: Colletotrichum, Setophoma, Acrocalymma-
Rhizopycnis, Stemphylium, and Alternaria, in the same available concentration of Pb 
(143 mg L-1) and of Cd (6.6 mg L-1), that in the mining residues, as well as in the 
absence of metals as control. It was utilized the modified Pikovskaya-agar medium 
(Nopparat et al., 2009; Hernández-Leal et al., 2011), comprising the base solution 
of (NH4)2SO4 (0.5 g), KCl (0.2 g), MgSO4·7H2O (0.1 g), MnSO4·H2O (0.004 g), NaCl 
(0.2 g), D-Glucose (10 g), FeSO4·7H2O (0.002 g), yeast extract (0.5 g), 
chloramphenicol (0.1 g, Pfizer), agar (18 g), and distilled water (900 mL), as well as 
a phosphate solution containing arabic gum (0.5 g), calcium phosphate (β-tricalcium 
phosphate, Ca3(PO4)2, 0.5 g), and distilled water (100 mL). The culture medium was 
adjusted to two levels of pH, 6 and 8, to cover the interval present in the Jal Viejo 
site (Flores-Torres et al., 2021; Solis-Hernández et al., 2022). The base solution and 
that of the phosphate were sterilized separately during 15 min, at 121 °C, and then 
these were mixed in the Petri dish. The plates were inoculated with mycelium disks 
of each fungal isolate, as indicated previously, and were incubated in darkness at 20 
°C for 12 days. The diameter of the colony and the diameter of the colony plus the 
solubilization halo were measured at days 4, 6, and 12 of incubation. In each fungal 
isolate, it was determined the relative efficiency of solubilization (RES) of the 
phosphate with the following formula: (diameter of the halo+colony / diameter of the 
colony) * 100. This index allows to know the radius-of-action of the fungi on the 
substrate, expressed in a percentage, in relation to the size of the colony.  

2.5. Identification of the morphotypes of spores of arbuscular mycorrhizal fungi 

Recovery and counting of spores of AMF was carried out using the wet sieving and 
decanting method (Gerdemann & Nicolson, 1963), following a step-gradient of 
sucrose (20 and 60 %) centrifugation (Sieverding, 1983) and observation under a 
stereoscopic microscope (40X). Spores were separated based on their morpho-
anatomical characteristics and mounted on glass slides in polyvinyl alcohol-lactic 
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acid-glycerol and Melzer (Brundrett et al., 1996). The identification of morphospecies 
was performed following the keys available on the websites of the International 
Culture Collection of (Vesicular) Arbuscular Mycorrhizal Fungi 
(//invam.caf.wve.edu/), Janusz Blaszkowski of the Szczecin University of Agronomy 
(www.agro.ar.szczecin.pl/~jblaszkowski/) and the Glomeromycota Phylogeny 
(www.lrz-muenchen.de/schuessler/amphylo/). A Nomarski interference contrast 
optic microscope (Nikon Optiphot II, Nikon, Tokyo, Japan) was used for this purpose 
(400X). Names of AMF species and the names of the authorities were verified and 
updated according to the website of AMF Phylogeny of A. Schüßler (www.amf-
phylogeny.com). The taxonomic classification of the AMF species follows Redecker 
et al. (2013), updated by A. Schüßler (www.amf-phylogeny.com). 

2.6. Statistical analysis 

A one-way analysis of variance (ANOVA) allowed for the comparison of the means 
between the treatments of the DSE fungal isolates. When significant differences 
were observed, the Fisher LSD test was applied (p < 0.05). The data were analyzed 
with the SigmaPlot version 12.0 statistical software package. 

3. Results 

3.1. Community of cultivable dark septate endophyte fungi 

3.1.1. Identification and morphological characterization  

The protocol for the superficial disinfection of the roots permitted the growth of the 
filamentous endophyte fungi in the culture medium; bacterial growth was abated 
thanks to the antibiotic. From a total of 300 root fragments of R. luteola, fungal growth 
only presented in 4 %; in contrast, in 76 % of the 300 roots of A. fistulosus was fungal 
development appreciated. From these initial mixed colonies, there were purified and 
characterized macro- and micromorphologically 60 DSE isolates: 32 of R. luteola 
and 28 of A. fistulosus. The isolates deriving from R. luteola presented a colonial 
coloration ranging from white, to grey, brown, and black; the hyphae were septated 
hyaline and/or pigmented, with the absence of conidia. The isolates deriving from A. 
fistulosus exhibited a colonial coloration ranging from white and yellowish, to grey, 
brown, and black; the hyphae were septated hyaline and/or pigmented, and some of 
the isolates presented septated conidia.  

The morphological characteristics were not sufficient for the identification of the 
isolates of DSE fungi, above all because, in the majority of these, sterile mycelium 
was appreciated, that is, only septated hyphae but not conidia. The ITS1-5.8S-ITS2 
rDNA region was amplified by PCR. In each isolate, it was obtained an amplicon of 
between 500 and 600 bp, which corresponded to the expected size, and this was 
sequenced. The 60 fungal sequences complied with the adequate quality for being 
considered in a homology analysis with sequences deposited in the GenBank of the 
NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). Likewise, these 60 sequences were registered in the 
NCBI databases with accession numbers OP630490, OP630491, OP630493-
OP630538, and OP630540-OP630551. All of the sequences belonged to the 
Phylum Ascomycota (Wijayawardene et al., 2017), and to the genera Alternaria, 
Colletotrichum, Setophoma, Acrocalymma-Rhizopycnis, and Stemphylium, with a 

http://invam.caf.wve.edu/
http://www.lrz-muenchen/


 

109 
 

percentage of homology of 99-100 % (Table 1). A phylogenetic analysis allowed to 
appreciate that the 32 sequences of the DSE fungi isolated from the interior of the 
R. luteola roots were organized into two taxa (Fig. 2), corresponding to the genera 
Alternaria (21 isolates) and Acrocalymma-Rhizopycnis (11 isolates). Meanwhile, the 
28 sequences of the DSE fungi proceeding from the interior of A. fistulosus roots 
were organized into five taxa (Fig. 2), belonging to the genera Alternaria (1 isolate), 
Colletotrichum (4 isolates), Setophoma (2 isolates), Acrocalymma-Rhizopycnis (20 
isolates), and Stemphylium (1 isolate). It may be clearly appreciated that A. fistulosus 
presented a greater richness of fungal genera of the interior of its roots than the other 
plant. Alternaria predominated in R. luteola, and Acrocalymma-Rhizopycnis in A. 
fistulosus. 

3.1.2. Tolerance in vitro to Pb and Cd  

Table 2 presents the diameter of the colonies of the five DSE fungal isolates exposed 
during 14 days to three concentrations of each metal, these latter being Pb and Cd. 
As expected, the isolates tolerated the available concentrations of Pb (143 mg L-1) 
and Cd (6.6 mg L-1) in the Jal Viejo mining residues. Similarly, the fungi also tolerated 
a lesser concentration and a greater concentration of each metal, that is, 71.5 and 
214.5 mg L-1 of Pb, and 3.3 and 9.9 mg L-1 of Cd.  

With regard to the Pb, the colonial growth of Colletotrichum and Alternaria did not 
exhibit differences among treatments. Setophoma, for its part, demonstrated greater 
growth of the colony (p < 0.01) with the two highest concentrations of Pb (143 and 
214.5 mg Pb L-1), on comparison with the control and with the lowest concentration 
(71.5 mg Pb L-1). Finally, Acrocalymma-Rhizopycnis and Stemphylium were more 
sensitive to the lowest concentration of Pb, while in the remaining treatments, the 
colonies achieved a similar size. With respect to the Cd, the colonial growth of 
Alternaria did not exhibit differences among treatments. Colletotrichum diminished 
the colonial growth at a same level (p < 0.01) below the three concentrations of Cd, 
on comparison with the control. Setophoma, in contrast, revealed a significantly 
more elevated growth with the highest concentration of Cd (9.9 mg Cd L-1). In 
Acrocalymma-Rhizopycnis, the colonial growth diminished to the greatest degree in 
the treatment with the lowest concentration of Cd (3.3 mg Cd L-1). Last, Stemphylium 
was significantly affected by the Cd (p < 0.01) with the three concentrations. On 
comparing the global impact of the metals on the colonial growth of the five DSE 
fungi, the negative effect of the Pb was minimal; only with the concentration of 71.5 
mg Pb L-1 there was a diminution (4 %) in the colonial growth of Acrocalymma-
Rhizopycnis and Stemphylium. In counterpart, with the exception of Setophoma, the 
Cd reduced the colonial growth of all of the fungi, where the most sensitive was 
Stemphylium with a diminution between 15.5 and 22 %, followed by Colletotrichum, 
with a reduction of 6.7-8.5 %, while Acrocalymma-Rhizopycnis and Alternaria were 
affected in less than 5 % by the metal. The colonial growth of Colletotrichum, 
Setophoma, and Alternaria achieved, at 14 days of incubation, diameters superior 
to those of 60 mm in the presence as well as in the absence of Pb and Cd, while the 
rest of the fungi did not surpass that level (Table 2). In sum, the fungi were observed 
to be more affected by the Cd than by the Pb. 
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In relation to biomass production in dry weight by the five DSE fungi, there were no 
differences among the treatments in the presence and in the absence of Pb and Cd 
(Table 3). With respect to the Pb, Colletotrichum diminished its biomass in 14 %, 25 
%, and 42.5 %, as the concentration of the metal increases in comparison with the 
control. Stemphylium also reduced its biomass (33.6-50 %) in the presence of Pb. 
For their part, Setophoma and Acrocalymma-Rhizopycnis exhibited a greater 
diminution of biomass (18-33 %) with the concentration of 71.5 mg Pb L-1, but they 
increased or diminished their biomass according to the other two concentrations of 
the metal. Alternaria consistently increased its biomass in the presence of the metal, 
between 11 % and 18.5 %. With regard to the Cd, in Setophoma the lowest 
concentration (3.3 mg L-1) diminished the biomass by 44 %, but the other two 
concentrations instead increased it (11-44%). In the remaining four fungal isolates, 
the presence of Cd diminished the production of biomass in the three concentrations, 
with a more marked effect of the concentration of 6.6 mg Cd L-1 on reducing it from 
26.7 % to 43 %. Setophoma and Alternaria were the fungi least affected by the Pb 
and Cd in terms of the production of biomass. With respect to the production of 
biomass at 14 days, Alternaria was foremost with the highest levels (220-320 mg) 
followed by Colletotrichum (161-280 mg), while the rest of the fungi did not surpass 
130 mg (Table 3).  

3.1.3. Solubilization of phosphate  

In this semi-quantitative strategy, the five fungal isolates exhibited a solubilizing 
activity of phosphate, according to the visualization of the halos surrounding the 
colonies (Fig. 3), in the absence as well as in the presence of Pb (143 mg Pb L -1) 
and of Cd (6.6 mg Cd L-1), and at a pH 6 and of 8 (Table 4). These concentrations 
of the metals were reported as bioavailable at the Jal Viejo site, the reason for which 
they were simulated in vitro; in a similar manner, the two pH belong to the interval 
registered in the mining residues. 

In the presence and in the absence of metals, Colletotrichum exhibited a greater 
interval of RES at pH 6 (111-134 %), in contrast with pH 8 (116-120 %), with a 
maximum of 134 % in the presence of Pb at pH 6. Setophoma also presented a 
greater RES interval at pH 6 (126-155 %), different from the pH 8 (133 %) with or 
without metal, although this was not determined at pH 8 in the presence of Pb; the 
greatest RES was with Pb at pH 6 (155 %). In relation to Acrocalymma-Rhizopycnis, 
the RES at pH 6 was 114-173 %, while at pH 8, this was 119-157 %, where it was 
not possible to determine it in the presence of Pb; the greatest RES was observed 
in the presence of Cd (173 %) at pH 6. The RES of Stemphylium at pH 6 without 
metal was not determined, and at pH 8 without metal and with Pb; in the other cases, 
it reached 109-115 %. Alternaria demonstrated an interval from 107 to 121 % at pH 
6, while at pH 8, this interval was 115-132 %, with the highest level at pH 8 in the 
presence of Pb (132 %). 

Globally, the maximal RES for four of the five fungi was appreciated in the presence 
of Pb as follows: at pH 8 in Alternaria (132 %), and at pH 6 in Colletotrichum (134 
%), Setophoma (155 %), and Stemphylium (115 %). Meanwhile, in Acrocalymma-
Rhizopycnis, this was appreciated in the presence of Cd (173 %) at pH 6. 
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3.2. Community of arbuscular mycorrhizal fungi 

In the A. fistulosus rhizosphere, the number of AMF spores comprised between 48 
and 171 in 100 g of dry soil. Ten AMF spore morphotypes were identified; the 
Glomerales predominated, and also present were the Diversisporales (Diversispora 
spurca), the Archaeosporales (Archaeospora), and the Paraglomerales 
(Paraglomus) (Table 5). Consistently predominant in all of the three plants was 
Rhizophagus intraradices (49-79 %), followed by Paraglomus sp. 1 (6-17 %) and 
Archaeospora sp. 1 (1-15%). Rhizophagus clarus reached 32 % in one plant, but 
was absent in the other two. The remaining morphotypes (Claroideoglomus 
claroideum, Claroideoglomus sp. 1 “small”, Funneliformis mosseae, Nanoglomus sp. 
1, Diversispora spurca and Archaeospora sp. 2) represented only between 1.8 % 
and 7 % of the AMF community.  

4. Discussion 

This work has permitted knowledge of the fungal community associated with the 
roots of two plant species established in mining residues deposited in the open air, 
whose extreme conditions make up an unstable physical structure dominated by 
sands, low levels of nutrients, and high in the content of Pb, Cd, and As, that is, non-
essential and potentially toxic elements for living systems (Solís-Hernández et al., 
2022). This anthropic system is also submitted to high temperatures and high 
regimens of solar radiation, in particular in areas with little vegetation or without 
vegetation. To the naked eye, scarce diversity and plant cover in at the Jal Viejo site 
is appreciated; however, a certain diversity and abundance of fungi suggests a 
fungal tolerance against the inhospitable abiotic conditions.  

DSE fungi are found distributed at all altitudes and latitudes of the planet 
(Jumpponen & Trappe, 1998), including stressful environments such as mining 
residues with the presence of PTE (Zhang et al., 2013; Liu et al., 2017; Flores-Torres 
et al., 2021), where they probably perform significant functions. In this work, from 3.6 
% and 75.7 % of the total fragments of R. luteola and of A. fistulosus roots 
respectively, there emerged fungal colonies. The latter coincides with a prior 
microscopic analysis of the stained roots of both plants, where R. luteola and A. 
fistulosus achieved a colonization intensity by means of the DSE fungi of 11 % and 
51 %, respectively, according to the presence of dark and hyaline septate hyphae 
and of microsclerotia (Flores-Torres et al., 2021). Sixty pure cultivable isolates of 
DSE fungi were obtained from the interior of the roots of R. luteola and A. fistulosus; 
this is the first time, to our knowledge, that fungal community has been isolated from 
these two exotic plants with heightened relevance as invaders in Mexico. A. 
fistulosus has been registered as ruderal in urban environments (Martínez et al., 
2021) and in mining residues (Salas-Luévano et al., 2021); for its part, R. luteola has 
been reported as ruderal, arvense (field plant) (conabio.gob.mx), and colonizer in 
tailings (Flores-Torres et al., 2021). Both species are adapted to the conditions of 
the mining residues of the Jal Viejo site, in which they form plant patches, where 
they constitute a habitat for microorganisms particularly at the rhizophere level, and 
where they enrich the edaphic environment with organic matter.   



 

112 
 

According to the morphological characteristics and the sequences of the ITS1-5.8S-
ITS2 rDNA region, these isolated DSE fungi belong to the genera Alternaria, 
Colletotrichum, Setophoma, Acrocalymma-Rhizopycnis, and Stemphylium. Different 
DSE fungi have been registered in mining residues containing PTE, whether as 
cultivable isolates (Liu et al., 2017; Flores-Torres et al., 2021) or as detected 
molecularly by massive sequencing (Solís-Hernández et al., 2022). The cultivable 
fungi of the Jal Viejo site, on growing in PDA, demonstrate their saprobe capacity; 
the products released from this degradation enrich the nutritional content of the 
mining residues.  

Both plants, R. luteola and A. fistulosus, shared Alternaria and Acrocalymma-
Rhizopycnis in the interior of the radical system, and in turn comprised the most 
frequently isolated genera. The A. fistulosus radical system was also associated with 
members of the genera Colletotrichum, Setophoma, and Stemphylium. Previously, 
Alternaria was the sole genus isolated from the interior of the roots of Tagetes 
lunulata in mining residues (Flores-Torres et al., 2021), and in turn,  Alternaria 
predominated in the stems and leaves of Arabis hirsuta, Acacia decurrens, 
Symplocos paniculata, Rabbosia eriocalyx, Arenaria serpyllifolia, and Rosa 
longicuspis (Li et al., 2012). Considering that Alternaria predominated in R. luteola 
and Acrocalymma-Rhizopycnis in A. fistulosus, the difference in the richness of DSE 
fungi between plants suggests a certain specificity that could be related with 
adaptation and plant survival under conditions of stress. The plant–fungus–soil 
interaction promotes a regeneration of the system through different mechanisms; for 
example, Acrocalymma vagum diminished the content of PTE in tobacco leaves (Jin 
et al., 2018). Similarly, the secondary metabolites produced by Alternaria have been 
studied, some of which are antimicrobial; others stimulate plant growth and certain 
others protect against oxidative stress (Lou et al., 2013).   

Exposure to Cd and Pb in vitro permitted the exploration of the physiology of the 
fungi. The five isolates tolerated the bioavailable concentrations of 143 mg Pb L-1 
and of 6.6 mg Cd L-1, registered in the mining residues-of-origin (Flores-Torres et al., 
2021), as well as at superior levels (214.5 mg Pb L-1 and 9.9 mg Cd L-1). 
Colletotrichum and Alternaria consistently demonstrated the greatest tolerance to 
metallic stress, due to that they reached, at 14 days, maximum colonial growth and 
the highest production of biomass. The mechanisms to explain this tolerance can be 
diverse. For example, studies at the transcriptional level in Exophiala pisciphila in 
the presence of Cd (Zhao et al., 2015), and at the biochemical level in 
Gaeumannomyces cylindrosporus submitted to Pb (Ban et al., 2012), revealed 
aspects linked with antioxidant systems and DNA repair, among others, in order to 
counteract the metallic toxicity. Colletotrichum and Alternaria could be candidates 
for being applied, together with a previously selected plant counterpart, in the 
remediation processes of contaminated soils or mining residues. The fungal 
endophytes have been cited as relevant in phytoremediation (Nandy et al., 2020). In 
this regard, the DSE fungus E. pisciphila accumulates relevant proportions of Cd in 
its cell wall (Zhan et al., 2015), and this hinders the entry and damage of the element 
in the cytosol. The retention of PTE in the tissues of R. luteola and A. fistulosus 
plants, together with their associated microorganisms, contributed to diminishing the 
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total accumulation of Pb, Cd, and As in 33-79 %, 34-75 %, and 2-79 %, respectively, 
in the mining residues of the Jal Viejo site (Solis-Hernández et al., 2022). That 
suggests that the fungi participate in the detoxification of the tailings. 

The available phosphate, a frequently limiting element in the production in the 
systems, revealed nearly absent levels (Flores-Torres et al., 2021) and a total 
concentration of scarcely 0.22-0.31 mg g-1 (Solis-Hernández et al., 2022) in the Jal-
Viejo mining residues. The five fungal isolates analyzed herein demonstrated 
possessing the solubilizing capacity of phosphate, even under stress by Pb and Cd. 
The solubilization was sometimes even superior in the presence of EPT; therefore, 
the physiological mechanisms related to this metabolic activity would not appear to 
be affected in the presence of PTE. This highlights the ecological role of the 
community of DSE fungi: even in the presence of Pb and Cd, the contribution of 
soluble phosphate is carried out and the nutritional quality of these mining residues 
is elevated. Other DSE fungi have been highlighted for their capacity to solubilize 
phosphate, including Curvularia geniculata, Drechslera, and Ophiosphaerella; thus 
it is that these latter have been proposed for elaborating biofertilizers (Priyadharsini 
& Muthukumar, 2017; Spagnoletti et al., 2017). Consistent with the latter, 
Colletotrichum has been described as a promoter of Arabidopsis thaliana growth 
under inorganic phosphate (Pi)-limiting conditions through the transfer of Pi to the 
plant (Paries & Gutjahr, 2023). 
 
The AMF are associated with the majority of the higher plants (Smith & Read, 2008); 
they are obligate biotrophs. The present investigation constitutes, to our knowledge, 
the first contribution of the richness of AMF in tailings in Mexico. In a previous study 
on the mining residues from the Jal Viejo site, the roots of the A. fistulosus plant 
were colonized by AMF (Flores-Torres et al., 2021). Herein, the abundance and the 
identity of the AMF viable spores in the rhizosphere of this invasive exotic plant 
species are presented, which suggests an active plant–AMF physiological 
interaction under the extreme conditions prevailing in mining residues. Taking into 
account that A. fistulosus forms extensive patches at Jal Viejo (Fig. 1c), its relevance 
in terms of the contribution of mycorrhizal propagules to the edaphic environment is 
considerable. The morphotype of R. intraradices was predominant in the A. 
fistulosus plants with 49-79 %, while R. clarus presented solely in one plant (32 %). 
R. intraradices has widely exhibited a positive effect on plant performance under 
metal stress (Marro et al., 2022). The latter suggests a high level of adaptation of 
these two Glomerales to the abiotic conditions prevailing in the mining residues: 
elevated content in Cd, Pb, and As, low nutritional level, and exposure to extreme 
temperatures and radiation. The Glomeraceae have been described as being 
predominant worldwide (Öpik et al., 2010), including Mexico (Polo-Marcial et al., 
2021), and that was appreciated in the mining residues of Jal Viejo. Also present in 
all of the plants was an Archaeospora morphotype (1-15 %) and one of Paraglomus 
(6-17 %). Previously, different AMF taxa (Glomerales, Paraglomerales and 
Diversisporales) were molecularly identified in the interior of roots of plants 
established in mining residues highly contaminated with Cd, Pb, and Zn (Sánchez-
Castro et al., 2017).  
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AMF comply with relevant functions in the ecosystems. Their positive role is widely 
known in the phosphate and nitrogen nutrition of the plants in arbuscular mycorrhizal 
interaction (Smith & Read, 2008). Similarly, the increase has been reported of plant 
tolerance in the face of abiotic stress by PTE in AMF inoculated plants. For example, 
the interaction between Pisum sativum and R. intraradices mitigated or annulled the 
negative effect by Cd on the plants (Rivera-Becerril et al., 2002). In the Jal Viejo 
mining residues, the presence of the spores and networks of the AMF mycelium 
contribute organic matter to the edaphic environment, which improves its nutritional 
quality, strengthens the physical structure, and increases the retention of humidity. 
This increment of mycorrhizal propagules in the environment permits the interaction 
and favors the establishment and the development of mycotrophic plant species 
sensitive to the contamination produced by PTE. Thus, the extreme conditions and 
the metallic toxicity of the mining residues are mitigated and rehabilitated naturally, 
also thanks to the AMF and to the arbuscular mycorrhiza that they establish. It has 
been demonstrated that AMF accumulate PTE in their cells (Tiwari et al., 2022). 
Likewise, the protein produced in the hyphae of AMF and released into the edaphic 
environment, glomalin, is recognized for sequestering PTE, and thus for the 
stabilization of PTE (González-Chávez et al., 2004). In this manner, AMF also 
participate in the detoxification of mining residues. AMF have been cited as 
accelerators in the phytoremediation of metal-contaminated soils (Tiwari et al., 
2022). The two groups of fungi, DSE and AMF, on being present in the mining 
residues, can establish synergistic interactions between themselves and with 
relation to the plant species that they colonize. For example, it has been mentioned 
that the AMF Diversispora epigaea and the DSE Alternaria, when co-colonized 
maize roots, exerted positive effects on the host plants depending on DSE density 
(Xie et al., 2021). 
  

5. Conclusions 

This work approached the study of the fungal microbiome in toxic mining residues. 
At least five genera of DSE fungi colonized the interior of the roots of R. luteola and 
A. fistulosus; 10 AMF taxa were present in the A. fistulosus rhizosphere. Likewise, 
the roles of some members of the community of the DSE and the AMF in 
environments contaminated with PTE were highlighted (Table 6). These fungi 
tolerate the extreme conditions in mining residues contaminated with Pb, Cd, and 
As through different physiological mechanisms. The fact of colonizing the interior of 
the roots diminishes their direct contact with the PTE in the edaphic environment 
and favors the persistence, production, and dispersion of fungal propagules. The 
fungi, together with their associated plants, remediate the mining residues through 
the phytostabilization; the fungi immobilize PTE in the cell wall, in the interior of the 
cells, and/or in the surrounding substrate due to the interaction of chelating 
molecules such as glomalin and organic acids. The DSE fungi Alternaria and 
Colletotrichum, and the AMF Rhizophagus intraradices and R. clarus exhibited the 
highest tolerance against PTE in the tailings. The DSE and AMF perform a central 
role in the bioalleviation or mitigation, as well as in the rehabilitation of the mining 
residues, and favor the establishment of plants, microorganisms, and animals that 
are more sensitive to these inhospitable conditions. The release of cellular material 
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by the fungi, their activity of degradation and mineralization of the organic matter, as 
well as the solubilization of phosphate, constitute fungal contributions that 
nutritionally enrich the mining residues and strengthen plant development. In sum, 
DSE fungi and AMF are a fundamental component in tailings with toxic levels of Pb, 
Cd, and As, and they participate in the mitigation and natural rehabilitation of the 
mining residues. 
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Figure legends 

Fig. 1 Jal Viejo tailing: a) global view, b) Reseda luteola, and c) Asphodelus 
fistulosus plant patches from which the fungal community was isolated. 

Fig. 2 Phylogenetic tree of 60 dark septate endophyte fungi isolated from the interior 
of the roots of Reseda luteola (accession numbers in pink) and Asphodelus 
fistulosus (accession numbers in blue), established in a tailing contaminated with 
Pb, Cd, and As. The tree was generated with the maximal similarity criterion (1,000 
bootstrap), built on 550-bp base of the ITS1-5.8S-ITS2 rDNA region with the K80+G 
evolutive model, with a gamma value of 0.1620; Aspergillus flavus was utilized as 
external group. 

Fig. 3 Halo of the solubilization of phosphate of the dark septate endophyte fungus 
Acrocalymma-Rhizopycnis (OP630544) isolated from the interior of the roots of 
Asphodelus fistulosus, at pH 6 (above) and at pH 8 (below), in the absence (C) and 
in the presence of 143 mg Pb L-1 (Pb) and of 6.6 mg Cd L-1 (Cd). 
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Table 1. Homology of 60 ITS1-5.8S-ITS2 rDNA sequences of cultivable dark septate 
endophyte fungi colonizing the interior of the roots of Reseda luteola (32 sequences) 
and of Asphodelus fistulosus (28 sequences) plants established in Pb-, Cd-, and As-
polluted tailings.   

Fungal isolate           Homology  Taxon 

Accession number (bp) 

Reseda luteola plant 

OP630490 (578), OP630491 (577), OP630493 (576),  99 %  Alternaria mali,  
OP630494 (572), OP630495 (548), OP630496 (563),    A. alternata,  
OP630497 (562), OP630498 (562), OP630499 (579),    A. brassicae,  
OP630500 (555), OP630501 (551), OP630502 (561),     A. tenuissima  
OP630504 (563), OP630505 (578), OP630506 (576),  
OP630507 (575), OP630508 (576), OP630509 (560),  
OP630510 (552), OP630519 (578), OP630520 (567) 
 
OP630503 (549), OP630511 (548), OP630512 (548),  99 %  Rhizopycnis  
OP630513 (546), OP630514 (557), OP630515 (546),     vagum,   
OP630516 (549), OP630517 (563), OP630518 (532),     Acrocalymma  
OP630521 (569), OP630522 (549)      vagum 
 

Asphodelus fistulosus plant 
 
OP630523 (487)      99 %  A. solani,  

A. alternata, 
 A. tenuissima 

 
OP630524 (570), OP630525 (571), OP630529 (497),  99 %  Colletotrichum  
OP630534 (559)        liriopes,  

C. dematium,  
          C. spaethianum  
 
OP630526 (497), OP630533 (551)    99 %  Ascomycota, 

Setophoma 
terrestres 

 
OP630527 (510), OP630528 (547), OP630530 (523),  99-100 % Rhizopycnis  
OP630531 (545), OP630532 (520), OP630535 (516),     vagum,  
OP630536 (559), OP630537 (554), OP630538 (555),     Acrocalymma  
OP630540 (551), OP630541 (581), OP630542 (549),     vagum 
OP630543 (551), OP630544 (557), OP630546 (551),  
OP630547 (548), OP630548 (548), OP630549 (520),  
OP630550 (535), OP630551 (571) 
 

OP630545 (586)     99 %  Stemphylium 
      vesicarium 

          S. eturmiunum 
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Table 2. Radial growth (mm) of five dark septate endophyte fungi isolated from the 
interior of roots of Reseda luteola and Asphodelus fistulosus, cultivated in the 
presence and in the absence of Pb and Cd (mean ± SE; n = 5). For each PTE and 
fungus, different letters indicate significant differences among treatments according 
to the Fisher LSD test (p < 0.05); F: difference of mean squares. Numbers in 
parentheses indicate the decrease (-) or the increase (+) in relation to the control. 

Fungal isolate 
Pb 

Control 71.5 mg L-1 143 mg L-1 214.5  mg L-1 F (P) 

 
Colletotrichum 
(OP630524) 

 
68.4 ±0.67a 

 

 
68.8 ±1.74a 

(+0.6 %) 

 
69.2 ±0.73a 

(+1.2 %) 

 
69.2 ±0.51a 

(+1.2 %) 
0.25 (0.86) 

 
Setophoma 
(OP630526) 

 
61.6 ±0.51b 

 

 
62.2 ±0.58b 

(+1.0 %) 

 
64.2 ±0.58a 

(+4.2 %) 

 
64.0 ±0.44a 

(+3.9 %) 
5.89 (<0.01) 

 
 
Acrocalymma- 
Rhizopycnis 
(OP630544) 

 
49.2 ±0.37a 

 

 
47.2 ±0.58b 

(-4.1 %) 

 
49.2 ±0.20a 

(0 %) 

 
49.8 ±0.37a 

(+1.2 %) 
7.81 (<0.01) 

 
Stemphylium 
(OP630545) 

 
56.8 ±0.58a 

 

 
54.4 ±0.40b 

(-4.2 %) 

 
57.6 ±0.24a 

(+1.4 %) 

 
56.8 ±1.02a 

(0 %) 
 4.80 (0.01) 

 
Alternaria  
(OP630509) 

 
62.2 ±0.49a 

 

 
62.8 ±1.35a 

(+1.0 %) 

 
64.8 ±0.58a 

(+4.2 %) 

 
63.6 ±0.24a 

(+2.3 %) 
2.03 (0.14) 

Fungal isolate 
Cd 

Control 3.3 mg L-1 6.6 mg L-1 9.9 mg L-1 F (P) 

 
Colletotrichum 
(OP630524) 

 
68.4 ±0.67a 

 

 
63.8 ±0.91b 

(-6.7 %) 

 
62.6 ±0.67b 

(-8.5 %) 

 
63.2 ±0.58b 

(-7.6 %) 
13.3 (<0.01) 

 
Setophoma 
(OP630526) 

 
61.6 ±0.51b 

 

 
61.8 ±0.37b 

(+0.3 %) 

 
62.8 ±0.37b 

(+1.9 %) 

 
64.8 ±0.49a 

(+5.2 %) 
10.9 (<0.01) 

 
 
Acrocalymma- 
Rhizopycnis 
(OP630544) 

 
49.2 ±0.83a 

 

 
46.8 ±0.37c 

(-4.9 %) 

 
47.6 ±0.40bc 

(-3.3 %) 

 
48.4±1.31ab 

(-1.6 %) 
6.09 (<0.01) 

 
Stemphylium 
(OP630545) 

 
 

56.8 ±0.58a 
 
 

 
46.0±0.70bc 

(-19.0 %) 

 
44.2 ±1.90c 
(-22.2 %) 

 
48.0 ±1.30bc 

(-15.5 %) 
20.2 (<0.01) 

 
Alternaria  
(OP630509) 

 
62.2 ±0.49a 

 

 
61.4 ±0.92a 

(-1.3 %) 

 
60.4 ±0.98a 

(-2.9 %) 

 
61.4 ±0.74a 

(-1.3 %) 
0.83 (0.49) 
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Table 3. Total biomass (mg) of five dark septate endophyte fungi isolated from the 

interior of roots of Reseda luteola and Asphodelus fistulosus, cultivated in the 

presence and in the absence of Pb and Cd (mean ± SE; n = 5). For each PTE and 

fungus, different letters indicate significant differences among treatments according 

to the Fisher LSD test (p < 0.05); F: difference of mean squares. Numbers in 

parentheses indicate the decrease (-) or the increase (+) in relation to the control. 

Fungal isolate 
Pb 

Control 71.5 mg L-1 143 mg L-1 214.5  mg L-1 F (P) 

 

Colletotrichum 
(OP630524)  

 
280 ±21.6a 

 

 
240 ±24.3a 
(-14.3 %) 

 
210 ±9.00a 
(-25.0 %) 

 
161 ±18.2a 
(-42.5 %) 

0.21 (0.89) 

 

Setophoma 
(OP630526) 

 
 

90.0 ±6.00a 
 
 

 
 

60.0 ±27.0a 
(-33.3 %) 

 

 
100 ±7.00a 
(+11.1 %) 

 
70.0 ±20.6a 

(-22.2 %) 
1.38 (0.31) 

Acrocalymma- 
Rhizopycnis 
(OP630544) 

110 ±12.0a 90.0 ±39.7a 
(-18.2 %) 

100 ±5.00a 
(-9.1 %) 

120 ±4.00a 
(+9.1 %) 

0.40 (0.76) 

 

Stemphylium 

(OP630545) 
119 ±13.2a 

 
65.0 ±16.8a 

(-45.4 %) 

 
79.0 ±31.0a 

(-33.6 %) 

 
59.0 ±5.00a 

(-50.4 %) 
1.98 (0.19) 

 

Alternaria  
(OP630509) 

270 ±13.3a 
 

300 ±43.3a 
(+11.1 %) 

 
320 ±49.1a 
(+18.5 %) 

 
310 ±3.00a 
(+14.8 %) 

1.62 (0.26) 

Fungal isolate 
Cd 

Control  3.3 mg L-1 6.6 mg L-1 9.9 mg L-1 F (P) 

 

Colletotrichum 
(OP630524)  

280 ±21.6a 
 

240 ±19.7a 
(-14.3 %) 

 
180 ±37.4a 
(-35.7 %) 

 
220 ±50.1a 
(-21.4 %) 

0.16 (0.92) 

 
Setophoma 
(OP630526)  

90.0 ±6.00a 
 

50.0 ±30.1a 
(-44.4 %) 

 
100 ±8.00a 
(+11.1 %) 

 
130 ±28.8a 
(+44.4 %) 

2.45 (0.14) 

 
Acrocalymma- 
Rhizopycnis 
(OP630544)  

119 ±5.00a 
 

100 ±33.1a 
(-16.0 %) 

 
68 ±23.6a 
(-42.9 %) 

 
81 ±62.3a 
(-31.9 %) 

0.81 (0.49) 

 
Stemphylium 
(OP630545) 

120 ±13.2a 
 

100 ±12.5a 
(-16.7 %) 

 
70.0 ±3.00a 

(-41.7 %) 

 
80.0 ±43.3a 

(-33.3 %)  
0.88 (0.49) 

 
Alternaria  
(OP630509) 

300 ±75.5a 
 

230 ±18.2a 
(-23.3 %) 

 
220 ±26.0a 
(-26.7 %) 

 
280 ±35.1a 

(-6.7 %) 
0.76 (0.55) 
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Table 4. Relative efficiency of solubilization (RES) of the phosphate of five dark septate endophyte fungi isolated from the interior of the roots 

of Reseda luteola and Asphodelus fistulosus, cultivated in the presence and in the absence of Pb and of Cd at pH 6 and pH 8 (mean ± SE; n 

= 5). DS: Diameter of the solubilization of the phosphate+colony; DC: Diameter of the colony. -, not determined. 

 

  

F
u
n
g
a

l 
is

o
la

te
  

pH 6 pH 8 

Control Pb Cd Control Pb Cd 

DS 
(mm) 

DC 
(mm) 

RES 
(%) 

DS 
(mm) 

DC 
(mm) 

RES 
(%) 

DS 
(mm) 

DC 
(mm) 

RES 
(%) 

DS 
(mm) 

DC 
(mm) 

RES 
(%) 

DS 
(mm) 

DC 
(mm) 

RES 
(%) 

DS 
(mm) 

DC 
(mm) 

RES 
(%) 

Colletotrichum 
(OP630524) 

61.2 
±0.97 

54.0 
±1.67 

113 
62.8 

±0.83 
46.8 

±1.65 
134 

52.8 
±0.80 

47.4 
±0.92 

111 
64.6 
±1.28 

54.2 
±1.93 

119 
56.4 

±1.43 
47.0 

±2.28 
120 

54.6 
±0.50 

47.2 
±1.42  

116 

Setophoma 
(OP630526) 

25.0 
±1.09 

19.8 
±0.73 

126 
17.4 

±0.51 
11.2 

±0.49 
155 

22.8 
±0.49 

17.8 
±0.37 

128 
25.8 
±0.73 

19.4 
±1.50 

133 - 
19.4 

±0.24 
- 

25.6 
±0.92 

19.2 
±0.58 

133 

Acrocalymma- 
Rhizopycnis 
(OP630544) 

47.6 
±0.67 

32.0 
±1.48 

149 
40.0 

±0.54 
35.0 

±1.00 
114 

39.8 
±0.49 

23.0 
±0.44 

173 
53.0 
±0.89  

44.4 
±1.43  

119 - 
31.6 

±0.60 
- 

44.4 
±1.03 

28.2 
±2.22 

157 

Stemphylium 
(OP630545) 

- 
38.2 

±0.20 
- 

25.2 
±1.65 

22.0 
±1.51 

115 
36.0 
±0.54 

33.0 
±0.44 

109 - 
35.0 

±1.37 
- - 

96.0 
±0.81 

- 
36.4 

±0.92 
32.6 
±0.74 

112 

Alternaria  
(OP630509) 

57.2 
±0.97 

47.2 
±0.58 

121 
45.2 
±0.49  

42.2 
±0.37 

107 
51.8 
±0.37 

43.6 
±0.87 

119 
58.6 
±0.74 

50.8 
±0.97 

115 
65.2 
±1.46  

49.4 
±1.24 

132 
56.6 

±0.98 
48.6 
±1.72 

116 
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Table 5. Richness and abundance of spores of arbuscular mycorrhizal fungi in the rhizosphere of Asphodelus fistulosus at the Jal 

Viejo tailing. 

 

Fungal species or genus       Number of spores/100 g (percent)  
Plant 1   Plant 2   Plant 3   

      
____________________________________________________________________________________________________________________ 

Glomerales 

Claroideoglomeraceae 

Claroideoglomus claroideum C. Walker & Schuessler  0   12 (7 %)  3 (2.1 %) 

Claroideoglomus sp. 1 “small”    0   3 (1.8 %)  0 

Glomeraceae 

Funneliformis mosseae C. Walker & Schuessler  2 (4.2 %)  0   0 

Nanoglomus sp. 1      2 (4.2 %)  0   3 (2.1 %) 

Rhizophagus clarus C. Walker & Schuessler  0   0   46 (32.2 %) 

Rhizophagus intraradices C. Walker & Schuessler  26 (54.2 %)  135 (78.9 %)  70 (49 %) 

Diversisporales 

Diversisporaceae 

Diversispora spurca C. Walker & A. Schuessler  3 (6.3 %)  0   3 (2.1 %) 

Archaeosporales 

Archaeosporaceae 

Archaeospora sp. 1      7 (14.6 %)  2 (1.2 %)  9 (6.3 %) 

Archaeospora sp. 2      0   8 (4.7 %)  0 

Paraglomerales 

Paraglomeraceae 

Paraglomus sp. 1      8 (16.7 %)  11 (6.4 %)  9 (6.3%) 

 

Total of spores/100 g      48   171   143 
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Table 6. Examples of the roles of DSE fungi and AMF identified in this research, in environments polluted with potentially 
toxic elements (PTE). 

 

Fungus   Role in environments polluted with PTE      References 

 

Dark septate endophyte fungi 

Acrocalymma-Rhizopycnis Release/degradation of organic matter, phosphate solubilization in tailings  This work   

    Acrocalymma vagum decreased PTE content in tobacco leaves    Jin et al. (2018) 

Alternaria   Release/degradation of organic matter, phosphate solubilization in tailings  This work 

    Interaction with  Tagetes lunulata roots in tailings     Flores-Torres et al. (2021) 

Colletotrichum   Release/degradation of organic matter, phosphate solubilization in tailings  This work 

    Cd accumulation in mycelial cells and protection to rice plants     Mukherjee et al. (2022)  

Setophoma   Release/degradation of organic matter, phosphate solubilization in tailings  This work   

    Improved host plants growth and PTE tolerance      Tang et al. (2022) 

Stemphylium   Release/degradation of organic matter, phosphate solubilization in tailings  This work 

 

Arbuscular mycorrhizal fungi 

Rhizophagus clarus  Release of organic matter, interaction with Asphodelus fistulosus in tailings  This work   

    Retention capacity of mycelium for Cu, Cd and Pb in solution    Cabral et al. (2010) 

Rhizophagus intraradices Release of organic matter, interaction with Asphodelus fistulosus in tailings  This work 

    Enhanced plant growth and P nutrition under PTE stress in Glycine max   Adeyemi et al. (2021 

 


