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Efecto del tiempo post extraccion aurifera sobre caracteristicas quimicas y bioldgicas
de sedimentos residuales para revegetacion

Josselyn Karina Viturco Guaman

Resumen. La mineria a cielo abierto genera impactos ambientales por la degradacion del
suelo y la cantidad de sedimentos remanentes de la extraccion, que obligan a las empresas
mineras a rehabilitar estos espacios. Los objetivos del estudio fueron, evaluar el efecto del
tiempo post extraccion aurifera a cielo abierto de los sedimentos a uno, dos y cuatro afios
en la adaptacion vegetal, establecer indicadores para monitorear la revegetacion sobre estos
sedimentos y evaluar uso de bioestimulantes (micorrizas y Trichoderma) con leguminosa
(Canavalia ensiformis) y graminea (Brachiaria brizantha). El ensayo se realiz6 en un
macrotunel, en parcelas subdivididas con bloques completamente al azar (BCA) y el
andlisis estadistico fue un ANDEVA factorial en LSD de Fisher. Se midieron variables de
crecimiento de las plantas de cada especie semanalmente, hasta los 45 dias de siembra y
desarrollo radical. El tiempo de descanso de los sedimentos influye en sus condiciones
quimicas y bioldgicas. En dos afios de descanso la calidad del material fue méas limitada.
En cuatro afios se generan condiciones mas favorables. La condicion quimica y biologica
de los sedimentos en los dos primeros afios limit6 el crecimiento de los cultivos, aun asi,
canavalia se adaptd mejor que B. brizantha al material de un afio. La simbiosis entre
Brachiariay micorrizas favorece el desarrollo de la planta en todos los sedimentos. Cultivos
con micorriza favorecen rehabilitacion de los sedimentos mineros. Los indicadores méas
representativos fueron el pH, la conductividad eléctrica, la materia organica, la relacion
carbono nitrégeno (C/N) y la densidad microbiana en los sedimentos.

Palabras clave: Bioestimulantes, mineria, rehabilitacion.

Abstract. Open pit mining generates environmental impact due to the degradation of the
soil and the amount of sediments remaining from the extraction, which demand mining
companies to rehabilitate these spaces. The objectives of this study were: to evaluate the
effect of time post exposure auriferous open pit of sediments at one, two and four years to
the plant adaptation, to establish indicators to monitor the revegetation on these sediments,
and to evaluate the use of biostimulants (mycorrhizae and Trichoderma) with legume
(Canavalia ensiformis) and grass (Brachiaria brizantha). The trial was developed in
macrotunel, in subdivided plots with RCB and the statistical analysis was a factorial
ANOVA with Fisher's LSD. Growth variables of the plants of each species were measured
at 45 days after seeding. The reposing time of the sediments influences their chemical and
biological conditions. In two years of repose, the quality of the material is more limited. In
four years, more favorable conditions were generated. The chemical and biological
conditions of the sediments in the first two years, limited the crop growth, even so, the
canavalia adapted better at one-year-old material. Symbiosis between B. brizantha and
mycorrhizae improvement growth crop in all kind of sediments. Crops with mycorrhiza
improvement the rehabilitation of mining sediments. The most representative indicators
were pH, electrical conductivity, organic matter, chemical carbon ratio (C/N) and microbial
density in the sediments.

Key words: Biostimulants, mining, rehabilitation.
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1. INTRODUCCION

Los terrenos contaminados ya sea por mineria u otra actividad antropogénica presentan un
riesgo potencial de toxicidad no tolerable para la salud humana o el ambiente debido al
contenido o de algun elemento tdxico, como consecuencia de una actividad humana actual
0 pasada (Porta, Lopez, & Poch, 2014). Por lo tanto, cualquier impacto en la pedosfera
influira también en la bidsfera, ya que estan intimamente relacionadas, afectando su salud
en general (Van Bruggen, 2000).

La mineria aurifera a cielo abierto es aquella en donde se remueve la capa superficial para
acceder a los yacimientos del mineral. Posteriormente, se tritura y se retira el mineral
mediante riego con solucion de cianuro. ElI material residual es rico en iones de cianuro y
otras sustancias toxicas, que finalmente puede filtrarse en el ambiente (Adler et al., 2013;
Razanamahandry et al., 2018). Este proceso induce cambios en el uso del suelo y paisajes
naturales, inestabilidad en los terrenos y reduce la biodiversidad. Ademas, genera grandes
cantidades de desechos conocidos como «relaves o colas», los cuales tienen altas
concentraciones de contaminantes en especial metales pesados como Cu, Pb, Cd, entre otros
y reactivos usados durante la lixiviaciéon (Espin, Jarrin, & Escobar; 2017, Li, Z., Ma, Z.,
van der Kuijp, T. J.,, Yuan, Z., & Huang, L., 2014). Las condiciones de los relaves resultan
en una meteorizacién acelerada del material, lo que posteriormente daré lugar a suelos con
propiedades distintas a las originales debido a que estos no poseen cobertura vegetal y su
comunidad microbiana es reducida y estresada (Moynahan, O. S., Zabinski, C. A., &
Gannon, J. E., 2002; Paradelo, 2013.

Los sedimentos de los relaves son susceptibles a compactarse e incluso cementarse
formando una barrera impenetrable de la superficie. Al contrario, si no se compactan son
susceptibles a erosion hidrica y eolica (Bradshaw, A.D. & Johnson, M.S, 1992). Los
factores biologicos se deben tener en cuenta ya que son componentes integrales en el
funcionamiento de todos los ecosistemas. Su reduccion en los sedimentos mineros resulta
en un ciclo de carbono y de nutrientes lento (Tordoff, G. M., Baker, A. J. M., & Willis, A.
J.., 2000). Por tanto, es necesario buscar una alternativa para recuperar el equilibrio de los
sedimentos alterados.

Mediante la revegetacion se pueden estabilizar residuos de la mina y alcanzar una
rehabilitacién a largo plazo. Esta es una alternativa atractivamente visual y relativamente
economica. La cubierta vegetal proporciona estabilidad superficial pues evita la dispersion
de particulas con el viento, ya que las raices se unen al sustrato. Ademas, reduce la
movilidad de contaminantes solubles en fuentes superficiales o subterrdneas de agua
(Tordoff et al., 2000).



La revegetacion es deseable, sin embargo, un relave es un entorno que presenta factores
limitantes del crecimiento para las plantas por sus niveles de elementos toxicos, deficiencia
de macronutrientes y estructura deficiente. Por esto, se han realizado experimentos en
terrenos mineros para formular esquemas de revegetacion a gran escala. Su aplicacion es
limitada por la variabilidad en factores fisicos, quimicos y biolégicos de una mina a otra.
Aquellos que se han logrado establecer exitosamente han sido precedidos por estudios
analiticos y ensayos en macetas en invernadero a pequefia escala (Williamson & Johnson,
1981).

Resulta necesario tener indicadores confiables para la evaluacion y monitoreo del proceso
de revegetacion y estabilizacion de los sedimentos. Comunmente se utilizan parametros
fisicogquimicos como el pH, la conductividad eléctrica del suelo, el contenido de materia
orgénica y la textura (Razanamahandry et al., 2018). Sin embargo, los indicadores
bioldgicos son aquellos que estan ligados con la salud del suelo y son aquellos relacionados
con la biomasa, actividad y biodiversidad de las comunidades de microorganismos, ya que
son responsables del 70 al 85% de la actividad bioldgica del suelo (Garbisu, C., Becerril, J.
M., Epelde, L., & Alkorta, L., 2007; Paz-Ferreiro, 2016).

La importancia de este estudio radica en evaluar la revegetacion utilizando dos cultivos
diferentes para la rehabilitacion de sedimentos de areas perturbadas. De esta manera, estos
podréan ser utilizados posteriormente, ya sea de orden pasivo o productivo. Ademas, con
este estudio se pretende generar un marco de referencia para futuras investigaciones. Se
espera que los resultados de esta investigacion beneficien a empresas mineras en el
cumplimiento del reglamento ligado a los aspectos ambientales y también, se generen
alternativas para la recuperacion de los suelos afectados por la mineria a cielo abierto.

Por su parte Honduras se basa en el Acuerdo Ejecutivo Numero 001-2017, que en su
Acrticulo 3, afirma que: “Todo Titular de actividad minera esta obligado a realizar el cierre
de las areas, labores e instalaciones de una unidad minera, a través del Plan de Cierre de
Minas. Dicho plan se debera presentar para la Etapa de Exploracion dentro un Plan de
Manejo Ambiental” (SERNA, 2017).

En este estudio se propuso evaluar parametros quimicos y biolégicos de sedimentos

contaminados por mineria a cielo abierto con lixiviacién de cianuro, utilizando diferentes

organismos, entre ellos un hongo antagonico como Trichoderma harzianum (Trichozam®)

y hongos micorrizicos (Mycoral®) y las plantas Brachiaria brizantha y Canavalia

ensiformis. Por consiguiente, los objetivos del estudio fueron:

e Evaluar el efecto del tiempo post extraccion aurifera a cielo abierto de los sedimentos a
uno, dos y cuatro afios a la adaptacién vegetal.

e Establecer indicadores para monitorear el efecto de la revegetacion y tiempo post
extraccion aurifera sobre estos sedimentos.

e Determinar el efecto de la revegetacion sobre los sedimentos residuales de mineria
utilizando bioestimulantes (micorrizas y Trichoderma) con leguminosa (Canavalia
ensiformis) y graminea (Brachiaria brizantha).



2. METODOLOGIA

Ubicacion de la zona de recoleccion de material.

La mina Clavo Rico hace extraccion aurifera a cielo abierto: Esta ubicada en el municipio
de El Corpus, Choluteca, Honduras (Figura 1). Se encuentra a una elevacion de 294.6 m,
con temperatura minima de 21 °C y maxima de 35 °C. La mina cuenta con una concesion
de 200 ha de las cuales actualmente se explotan 18 ha.
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Figura 1. Ubicacién de la Mina Clavo Rico

Identificacion y recoleccion del material y muestras para analisis.

Se identificaron areas con diferentes fechas de cierre de patios de lixiviacién (cuatro, dos y
un afio). Se colectaron aproximadamente 150 kg de sedimentos para cada uno de los sitios
seleccionados, se tomo6 material de los tres puntos, se tuvo un total de tres sacos por punto
(con capacidad de 50 kg cada uno) cada saco se identifico con la codificacion S1-1 al S1-
3, S2-1 al S2-3 y S4-1 al S4-3. El material recolectado se transport6 y uso para establecer
el experimento en la Escuela Agricola Panamericana Zamorano (Figura 2).



En una segunda visita se tomaron muestras en cada una de las areas anteriormente
establecidas. En cada uno de los tres puntos identificados se retir6 el material superficial y
se esterilizé la pala con etanol al 70% y se flamed. Luego se tomd material y se colocé en
bolsas con cierre hermético, dos por cada sitio. También, se tomo alrededor de un kilo de
material en bolsas de polietileno, dos por sitio, cada bolsa fue identificada con un codigo.
Este proceso se repitio en los tres sitios con diferente edad de extraccion. Las bolsas de
cierre hermético fueron colocadas en una nevera portatil para analisis biolégico y las
muestras en polietileno se llevaron a los laboratorios de la EAP Zamorano.
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Figura 2. Puntos de recoleccion de material en la mina Clavo Rico

Andlisis inicial de sedimentos.

Los analisis de parametros quimicos y bioldgico se realizaron en el Laboratorio de Suelos
y el laboratorio de Fitopatologia de la Escuela Agricola Panamericana respectivamente. El
pH en solucién 1:2, conductividad eléctrica en pasta saturada, porcentaje (%) carbono
orgénico por el Metodo de Walkley & Black para suelos minerales no salinos con
incertidumbre de + 0.04 (materia organica calculada a partir de COS como C x 1.72). EIN
total se analizO mediante el método de Kjeldahl y se calculd la relacion C/N. Las
concentraciones de Ca, Mgy Na en solucion extractora Mehlich 3, fueron determinadas por
espectrofotometria de absorcion atdmica y el P total en solucidn extractora Mehlich 3, por
colorimetria.



La densidad microbiana se determind siguiendo el protocolo para andlisis de
microorganismos en suelo del laboratorio de Fitopatologia de la EAP Zamorano. Se contd
en placa las colonias y posteriormente se calculd las Unidades formadoras de Colonias por
gramo (UFC/g) de suelo mediante la ecuacion 1 (Santana , 2011):

UFC/g = (=C xd) [1]
S

Donde:

UFC = Unidades formadores de colonias por gramo de suelo
>C = Suma de las colonias contadas en las placas

d = Factor de dilucion utilizado

s = gramos de suelo utilizado en la dilucién seriado

Instalacion del experimento.

Preparacion de maceteros. Se lavaron con agua y detergente, se desinfectaron con una
solucion de cloro cada uno de los 108 maceteros de 20.32 cm de didmetro superior y 25 cm
de altura. Posteriormente se dejaron secar al sol. Con el material de la mina previamente
tamizado y homogenizado se llen6 cada macetero con 3.5 kg. Los maceteros se colocaron
en el macro tunel sobre bancales plasticos, y luego fueron llenados con una pala y rotulados
de acuerdo con la codificacion de cada tratamiento.

Manejo de los sedimentos en la mina. Los sedimentos fueron recolectados de una zona
denominada patio de lixiviacion. Previamente pasaron por una etapa de molienda o
trituracion de la roca esta es transportada a esta area y se le coloc6 cal (CaO) para elevar el
pH. Luego fue regada mediante aspersién con una solucion de cianuro de sodio a una
concentracion de 250 a 300 ppm mezclada con soda caustica. Finalmente, el material
residual es depositado en relaves donde ya no se le realiza ninguna actividad.

Microorganismos utilizados

Mycoral®. Es un producto biolégico compuesto por suelo de textura franca y especies de
hongos micorrizados de los géneros Glomus sp, Acaulospora sp y Entrophosphora sp en
forma de esporas, hifas y raicillas (Macz Barrientos, 2001). Trichizam®. Es un hongo
antagonista de patdgenos del suelo, y se encuentra en la mayoria de los suelos, coloniza
rapidamente las raices de las plantas (Raudes Reyes, 2006).

Siembra de las especies vegetales. Para el momento de la siembra, las semillas de pasto
marandu (Brachiaria brizantha) previamente se pusieron a germinar en un sustrato de turba.
Las semillas de Canavalia ensiformis se sembraron directamente, se colocaron tres semillas
por macetero. Para la siembra de canavalia con micorriza se colocaron 75g de Mycoral®
en el agujero y se cubrid con otros 75 g adicionales. En la canavalia y Trichizam® se realizé
una dilucion previa de 1.5 g en un 1,000 mL y luego se colocé de 40 a 50 mL. Este
procedimiento se repitio para las plantulas de B. brizantha.



Mantenimiento de los cultivos.

Riego. Previamente se aforé con una probeta el caudal de la manguera, para saber la
cantidad de tiempo que se debia regar a cada planta teniendo en cuenta la diferencia en la
infiltracion del agua en el material. Result6 alrededor de 350 mL por maceta para mantener
el sustrato humedo verificando su estado cada dia.

Préacticas culturales. Al séptimo dia después de emergencia se realizé el raleo para el de
canavalia dejando Unicamente una planta por macetero. A las dos semanas se realizé el
tutorado de canavalia, con una estaca de bambu y un alambre.

Andlisis de los sedimentos al finalizar el experimento.

Mientras se extraia la raiz en la bandeja plastica, se tomaron muestras de cada tratamiento
con sus respectivas repeticiones, estas se homogenizaron y se tomd una muestra en una
bolsa de polietileno previamente rotulada. Este proceso se repitié para cada uno de los 18
tratamientos. En el laboratorio se registraron y secaron las muestras a temperatura ambiente
durante 48 horas. Luego se trituraron y tamizaron con rejilla No. 10 (2 mm). Se midié pH:
1:2 en agua, conductividad eléctrica en pasta saturada, % carbono organico (Método de
Walkley & Black), N se analizé mediante el método de Kjeldahl y se calcul6 la relacion
CIN.

Variables determinadas para las plantas.

Durante el desarrollo de las plantas. Se midi6é semanalmente altura de ambos cultivos
con una cinta métrica y se registr6 el namero de hojas, sin embargo, para esta variable
solo se considerd el ultimo registro.

Al finalizar los 45 dias. El dia 45 se cosecharon y analizaron las plantas de canavalia y las
de Brachiaria brizantha y se determind el peso de biomasa seca, longitud, area superficial
y diametro de raiz.

Peso de biomasa seca. Para su determinacion se retird el tutoreo y se corto el tallo de la
base. Se colocd en una bolsa de papel rotulada previamente con la codificacion de cada
muestra. Se tomd el peso en himedo y se secaron en el horno a 70 °C durante 48 horas.
Una vez seco se pesé en una balanza analitica.

Longitud, area superficial y didmetro de raiz. Una vez cortada la planta se tomo uno a
uno los maceteros, se coloco sobre una bandeja plastica, se retird la raiz del suelo y se lavo
con agua tratando de no dafiar la raiz y retirar todo el excedente del sustrato. Las raices
fueron colocadas en frascos de vidrio previamente lavados y etiquetados. Finalmente se
colocé en estos, una solucién de alcohol al 30% hasta cubrir la raiz para preservarlas hasta
el momento de analizarlas. Para escanear las raices se utilizd el equipo Epson Scan
Perfection V700, una vez obtenidas y organizadas todas las imagenes se procesaron los
resultados con el programa WinRhizho ® el cual proporciono entre otras variables longitud,
area superficial y didmetro promedio.



Tratamientos. Se evaluaron 18 tratamientos: sedimentos de tres tiempos de descanso
(cuatro afos, dos afios y un afio) x dos especies vegetales (Brachiaria brizantha y
Canavalia ensiforme) x tres microorganismos (Trichoderma harzianum Trichozam®,
Micorriza Mycoral® y sin inoculacién) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Descripcién de tratamientos utilizados en la evaluacion de la revegetacion de
sedimentos de extraccion aurifera de la mina Clavo Rico, Choluteca, Honduras.

Tiempo post extraccion

Especie vegetal Microorganismo

(Anos)

uno B. brizantha Sin inoculacion

Uno B. brizantha Micorriza- Mycoral®

Uno B. brizantha T. harzianum- Trichozam®
uUno C. ensiformis Sin inoculacién

Uno C. ensiformis Micorriza- Mycoral®

uUno C. ensiformis T. harzianum- Trichozam®
Dos B. brizantha Sin inoculacion

Dos B. brizantha Micorriza- Mycoral®

Dos B. brizantha T. harzianum- Trichozam®
Dos C. ensiformis Sin inoculacion

Dos C. ensiformis Micorriza- Mycoral®

Dos C. ensiformis T. harzianum- Trichozam®
Cuatro B. brizantha Sin inoculacién

Cuatro B. brizantha Micorriza- Mycoral ®
Cuatro B. brizantha T. harzianum- Trichozam®
Cuatro C. ensiformis Sin inoculacion

Cuatro C. ensiformis Micorriza- Mycoral®
Cuatro C. ensiformis T. harzianum- Trichozam®

Disefio experimental.

Se realiz6 mediante Parcelas Subdivididas en Bloques Completos al Azar (BCA), con 18
tratamientos cada uno con seis repeticiones en arreglo factorial de 3 x 3 (tres sedimentos x
tres microorganismos inoculados) con seis repeticiones cada cultivo, para un total de 108
unidades experimentales, 54 con pasto marandu (Brachiaria) y 54 con canavalia. La unidad
experimental corresponde a cada planta.

Andlisis estadistico. Se utiliz6 un Modelo Lineal General Mixto, como factores aleatorios
la parcela principal y los bloques. Se verifico la normalidad con graficos de QQplos de los
residuales (observados vs. predichos) y la homocedasticidad con graficos de dispersion de
los residuales. Se utiliz6 Varldent para transformar los datos. Se determinaron diferencias
entre factores y sus interacciones mediante un ANDEVA factorial. Posteriormente se aplicd
un LSD de Fisher para comparar los niveles de significancia con P < 0.05. Los datos fueron
procesados con el programa InfoStat version 2018.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de los sedimentos.

pH. Los sedimentos presentaron valores de pH de moderada a fuertemente alcalino (9.1,
8.2y 8.1) lo cual se debe a la cal viva que se aplica a los sedimentos previo a la etapa de
cianuracion. De acuerdo con Gutiérrez-Ruiz, M., Romero, F. M., & Gonzalez-Hernandez,
G. (2007) valores de pH superiores a ocho indican que el drenaje &cido producido por
relaves fue neutralizado por la disolucién de minerales alcalinos que se aplican durante la
extraccion. Se puede observar el efecto de las altas cantidades de calcio en los materiales
de relave (Cuadro 2). Una vez aplicados los tratamientos, al utilizar canavalia, se observé
que el pH se redujo en los sedimentos de un afio. Por otro lado, con Brachiaria brizantha
los valores de pH se mantuvieron fuertemente alcalinos en los sedimentos de uno y dos
afos con excepcion del sedimento de un afio con micorriza en el cual fue moderadamente
alcalino (8.4) (Cuadro 3) por lo que, se observo la influencia de la micorriza. Carrasco
(1992), menciona que en suelos con altas cantidades de carbonatos y bicarbonatos el pH
disminuye por aumento de la presion parcial de CO2 en la atmosfera del suelo, este se
combina con agua y forma acido carbonico que a su vez genera H* que acidifica el suelo.

Conductividad eléctrica. En los sedimentos se puede observar una tendencia decreciente
a medida que pasan los afios. A un afio la CE varia entre 3.21 y 4.15 dS/m, los dos afios de
2.06 a 2.88 dS/m y los cuatro afios baja a rangos de 1.17 a 2.56 dS/m en los dos cultivos
(Cuadro 3). Los sedimentos de cuatro afios tuvieron menor cantidad de sales solubles.
Lobos (2008) afirma que la cantidad de sales solubles influye en el crecimiento y adaptacion
de los cultivos.

Materia orgéanica, carbono y nitrégeno. El contenido de materia organica para los
sedimentos fue bajo (< 0.37%); asi mismo, el carbono orgénico y el nitrogeno (Cuadro 2).
Posterior al ensayo se observo un ligero incremento de estos parametros en todos los
tratamientos, con un mayor contenido de carbono organico, los tratamientos inoculados con
micorrizas (sedimentos de uno y dos afios), en los dos cultivos. La relacion C/N aumento
después de los tratamientos con micorriza, con valores entre 6 y 14 para los sustratos con
siembra canavalia y entre 5y 12 para Brachiaria brizantha.

Sodio. Por otro lado, se encontraron valores medios de sodio, pues la soda caustica o
hidroxido de sodio (NaOH) es uno de los compuestos usados durante la extraccion para
minimizar la solubilidad de calcio y magnesio y controla el pH (Cuadro 2). El NaOH
también es un producto resultante de la reaccion con el mineral de interés que es el oro lo
que explica la mayor conductividad en los sedimentos de menor tiempo post extraccion
(Guerrero, 2005).



Cuadro 2. Condicién quimica inicial de los sedimentos colectados, generados por explotacion aurifera en la mina Clavo Rico, El
Corpus, Choluteca, Honduras.

Material evaluado pH CE dS/m ¢ MO N C:N mg kg™
% P K Ca Mg Na Cu Fe Mn
Sedimento de 1 afio 9.1 mra 4.6 02 037 01 227 10 568 5658 103 15m 4 149 6
Sedimento de 2 afios 8.2 Ma 4.4 02g 031 0.09 19 18 708 7972a 124p 142w 12 345 9
Sedimento de 4 afos 8.1 ma 3.2 02 037 0.11 2.06 19 71 8,064a 110 31m 10 292 10
Rango medio 6.0 L0 L1162 02 1000 13 Por: Saturacion de bases o6 28
6.5 15 233 4 0.5 30.00 30 7 112 112

A = alto; M = medio; B = bajo; MFA = muy fuertemente alcalino; MA = moderadamente alcalino.



0T

Cuadro 3. Condicion quimica del material generado por explotacion aurifera posterior a revegetacion con Canavalia y Brachiaria en el
macro tunel dos del PIF, EAP Zamorano.

Canavalia Brachiaria
Edad de extraccion In6culo oH CE dS/m C . N C-N oH CE dS/m C o N CN
Micorriza 8.2 ma 3.32 0.37 0.04 951 8.4 ma 3.48 0.37 0.04 8.89
Sedimento de 1 afio Trichoderma 8.2 Ma 3.41 0.26 0.04 6.25 8.6 Fa 4.09 0.18 0.04 452

Sin inoculo 8.2 Ma 4.15 022 0.06 3.98 8.6 Fa 3.21 0.18 0.03 6.50

y o2 Micorriza 82wa 246 037 003 1412  86ra 252 041 004 986
Sedimento de 2 afios Trichoderma  8.4wma 263 022 003 818  86ra 288 022 004 548
Sininsculo 84wma 206 026 004 656 86 257 026 003 949

Micorriza 8.1 ma 2.56 0.30 0.05 6.00 8.4 ma 1.36 0.33 0.03 12.19
Trichoderma 8.2 Ma 1.17 0.18 0.03 6.72 8.5FA 1.73 0.11 0.05 194
Sin indculo 8.1 ma 1.98 0.33 0.04 8.29 8.6 Fa 1.99 0.22 0.03 8.38

Sedimento de 4 afos

MA = moderadamente alcalino; FA = Fuertemente alcalino.



Densidad microbiana

Los microorganismos son indicadores eficientes para estimar el impacto de actividades
antropogeénicas en especial para la actividad minera, ya que estos responden rapidamente a
cualquier cambio en el ecosistema (Vargas Osorio, 2017). La densidad de microorganismos
en los sedimentos de relave fue 3.6 x 102 UFC/g, 3.2 x 102 UFC/g y 6.8 x 10° UFC/g para
los afios uno, dos y cuatro, respectivamente (Figura 3). Esto concuerda con reportes de 8.3
x 102 UFC/g y 5.5 x 10* UFC/g en zonas perturbadas por mineria (Romero, M. P.,
Santamaria, D. M., & Zafra, C. A., 2009).

El bajo nimero de UFC en los sedimentos podria deberse a elementos toxicos presentes en
estos y a la fuerte modificacion de pH como lo confirma Restrepo-Franco et al. (2015) en
su estudio. A pesar de esto persisten algunos microorganismos tolerantes los cuales se han
adaptado y han adquirido cierta resistencia a la toxicidad.

1.0E+06 6.8E+05
1.0E+05

1.0E+04

1.0E+03 3.6E+02 3.2E+02

Log UFC/g

1.0E+02

1.0E+01

1.0E+00
Sedimento de 1 afio Sedimento de 2 afios Sedimento de 4 afios

Figura 3. Densidad microbiana de los sedimentos residuales de uno, dos y cuatro afios de
la mina Clavo Rico, El Corpus, Choluteca, Honduras.
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Comportamiento de los cultivos evaluados.

Canavalia ensiformis.

En el factor de tiempo post extraccion aurifera fue significativo para las variables altura
numero de hojas y biomasa seca de la planta. Para las variables longitud area superficial y
diametro de la raiz no fueron significativos (P > 0.05). En el caso del factor inoculo, no se
presentaron diferencias para ninguna de las variables, al igual que para la interaccion de los
sedimentos e inéculos (Cuadro 4). Esto difiere de los resultados obtenidos por Gonzalez
Caniizares et al. (2016); Martin et al. (2015) y Rivera et al. (2015), quiénes reportaron
resultados positivos con la inoculacion de micorriza en diferentes cultivos y tipos de suelos.

Cuadro 4. Evaluacion de las variables altura, nimero de hojas, biomasa seca, longitud, area
superficial y diametro de raiz de Canavalia ensiformis a los 45 dias después de emergencia,
de los sedimentos residuales de la explotacion aurifera de la mina Clavo Rico, Choluteca,
Honduras.

Planta Raiz
Factores NUmero Biomasa . Area .
Altura . Longitud ... Diametro
de hojas seca superficial

Tiempo de los * * * ns ns ns
sedimentos (TS)

In6culos ns ns ns ns ns ns

TS x in6culos ns ns ns ns ns ns

*** = Diferencias altamente significativas (P <0.0001), ** = Diferencias muy significativas
(P =0.001 a0.0001), * = Diferencias significativas (P = 0.05 a 0.001), ns = no significativo
(P >0.05)

Altura semanal de la planta. Las plantas obtuvieron mayor altura a partir de la semana
tres. No hubo diferencias significativas entre los sedimentos de uno y cuatro afios (Figura
4). Las plantas en sedimentos de dos afios tuvieron un menor crecimiento con relacion a las
plantas de los sedimentos de uno y cuatro afios, esto durante las seis semanas, lo cual pudo
estar relacionado con la calidad del material geologico del «tajo» que se exploto hace dos
afnos.
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Figura 4. Efecto del tiempo post extraccion aurifera en sedimentos residuales de la mina
Clavo Rico en la altura semanal de Canavalia ensiformis.

Altura de la planta. Las plantas en los sedimentos de uno y cuatro afios respectivamente
tuvieron una mejor altura en comparacién a las plantas en los sedimentos de dos afios la
diferencia fue de casi dos veces, la mayor altura de la planta se obtuvo con el sedimento de
un afo con una media de 147 cm lo cual se contrasta con la altura media de las plantas en
los sedimentos de dos afios que fue de 88 cm (Cuadro 5). De acuerdo con Hidalgo et al.
(2010) lo ideal para la revegetacion es usar plantas de buen tamafio, pero de raices
superficiales, para asi obtener cantidades considerables de biomasa, evite el riesgo de
toxicidad y que el sistema sea sostenible en el tiempo.

Numero de hojas. Las plantas que crecieron en sedimentos de uno y cuatro afios tuvieron
una media de 10 hojas con respecto a los de dos afios que tuvieron una media de siete hojas.
(Cuadro 5). Las variables nimero de hojas y biomasa seca estan relacionadas directamente,
esto lo afirma Gonzélez Aguiar (2018) en su estudio comparé la acumulacion de materia
seca en caupi y sorgo.

Peso de biomasa seca de la planta. En el cultivo de canavalia las plantas en sedimento de
dos afos resultaron tener el menor rendimiento con una diferencia en la media de
aproximadamente tres gramos con respecto a los sedimentos de uno y cuatro afios (Cuadro
5). Esta variable puede ser utilizada como un indicador de toxicidad pues Rodriguez-
Elizalde et al. (2010) encontraron gque los valores mas altos de longitud de raiz corresponden
a los tratamientos con menor toxicidad.
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Cuadro 5. Efecto del tiempo post extraccion aurifera en sedimentos de la mina Clavo
Rico, Choluteca, Honduras en Canavalia ensiformis a los 45 dias después de emergencia.

Planta
Material evaluado Altura Hojas Biomasa seca

(cm) (No. /pl) (9/pl)
Sedimento de 1 afio 1474 a 10 a 6.0 a
Sedimento de 2 afos 87.7 b 7 b 34 b
Sedimento de 4 afos 143.8 a 10 a 57 ¢
R? 0.31 0.31 0.3
Desviacion estandar residual 49.71 3.39 2.2

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (P < 0.05)

Pasto marandu (Brachiaria brizantha).

El factor de tiempo post extraccion aurifera en el sedimento fue altamente significativo para
altura, nimero de hojas y biomasa seca de la planta y longitud, y area superficial de la raiz
(P <0.0001), para el diametro de raiz no fue significativo (P > 0.05). Para este cultivo, el
factor de in6culos si tuvo influencia en la altura con P < 0.0001. EI nimero de hojas, peso
de biomasa seca, area superficial y diametro de raiz fueron diferentes en relacion con el uso
de un inéculo como bioestimulantes con P = 0.05 a 0.001. Sin embargo, no tuvo diferencia
significativa para la longitud de raiz. La interaccién de material con distintos tiempos de
descanso e inoculos fue altamente significativa para altura de la planta y didmetro de la raiz
con P < 0.0001. Esta interaccion no fue significativa para nimero de hojas, longitud y
didmetro de raiz (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Evaluacion de las variables altura, nimero de hojas, biomasa seca, longitud, area
superficial y diametro de la raiz de Brachiaria brizantha a los 45 dias después de siembra,
en los sedimentos residuales de la explotacién aurifera de la mina Clavo Rico, Choluteca,
Honduras.

Planta Raiz
Factores NUmero Biomasa . Area .,
Altura . Longitud .., Diametro
de hojas seca superficial

Tiempo de IOS *kx **k* * *kx **k* ns
sedimentos (TS)

I nécu I OS *kx ** ** ** **k* *
TS x inéculos * * ns ns ns *

*** = Diferencias altamente significativas (P <0.0001), ** = Diferencias muy significativas
(P =0.001a0.0001), * = Diferencias significativas (P = 0.05 a 0.001), ns = no significativo
(P >0.05)

Altura semanal de la planta. Las plantas con sedimentos de dos afios tuvieron una menor
altura en las seis semanas evaluadas. Para este cultivo no hubo diferencias significativas
entre las alturas semanales en los sedimentos de uno y dos afios. Para este cultivo también
las alturas se incrementaron a partir de la semana tres.

A OO0 o
o O O o
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o

Altura de la planta (cm)
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Semanas

=x-Sedimento de 1 afio Sedimento de 2 afios Sedimento de 4 afios

Figura 5. Efecto del tiempo post extraccion aurifera en sedimentos residuales de la mina
Clavo Rico en la altura semanal de Brachiaria brizantha.

B. brizantha, mostr6 una mayor altura a los 45 dias después de siembra al ser inoculado con
micorriza, teniendo diferencias muy marcadas de hasta 23 cm con respecto a las que no
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fueron inoculadas con esta (Figura 6). Sin embargo, fue indiferente la altura de las plantas
inoculadas con Trichodermay las que no fueron inoculadas. El uso de inéculos en especial
de micorriza. Autores como: Rivera, 2016; Willis et al., 2013 y Yang et al., 2014 explican
el establecimiento de una simbiosis entre el pasto y el ino6culo (micorriza) obteniendo un
mejor desempefio comparada con las no inoculadas.

[}
o O O O

o

P DN W b O o
o o

o

Altura de la planta (cm)

o

1 2 3 4 5 6
Semanas

=== Micorriza Trichoderma Sin Inéculo

Figura 6. Efecto del uso de in6culos como bioestimulantes sobre la altura semanal de
Brachiaria brizantha.

Altura del cultivo. La altura de Brachiaria brizantha para el factor de tiempo de descanso
del material de cuatro afios tuvo una media de 65.2 cm esto contrasta con la altura de las
plantas en sedimentos de uno y dos afios con medias de 31 cm (Cuadro 7). El efecto de los
indculos solo fue significativo para la micorriza, entre Trichoderma y el no inoculado no
hubo diferencias (Cuadro 8). Para la interaccion del material en descanso y el uso de
in6culos la mayor altura la tuvieron las plantas con sedimentos de cuatro afios y uso de
micorriza con una media de 75.8 cm. Plantas con sedimentos de dos afios inoculados con
micorriza alcanzaron alturas medias 55 y 56 cm respectivamente, las cuales son cercanas a
las del sedimento de cuatro afios post extraccion aurifera (Cuadro 9).

Numero de hojas. El pasto marandd (Brachiaria brizantha) con respecto a la edad de
extraccion, mostrd que el mejor material fue el sedimento de cuatro afios, mientras que no
hubo diferencia significativa entre los sedimentos de uno y dos afios (Cuadro 7). EI namero
de hojas para Brachiaria brizantha con respecto al uso de in6culos aumentaron al ser
inoculado con micorriza en comparacion con los otros inoculos (Cuadro 8). EI numero de
hojas en la interaccion de material de distintos tiempos y el uso de indculos mostré mayor
rendimiento en el material triturado hace cuatro afios sin inoculo e inoculado con
Trichoderma (Cuadro 9).
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Peso de biomasa seca de la planta. Para las plantas de B. brizantha el sedimento de cuatro
afios tuvo una media de 0.6 g por planta, mientras que los materiales de uno y dos afios no
mostraron diferencias entre si con medias entre 0.23 y 0.33 g. La inoculacion de
bioestimulantes, en especifico de micorrizas resultd tener un efecto positivo en el cultivo,
ya que le permitié tener un mayor peso de biomasa seca (Cuadro 7). Esto se da por la
asociacion micorricica que ayudan a las plantas al aumentar la absorcion de agua, la
resistencia de las plantas a presiones ambientales como salinidad, sequia o contaminacion
por metales pesados (Pincay, 2019).

Longitud de raiz. Para B. brizantha se obtuvo que las raices en el material de hace cuatro
afios tuvieron mayor longitud una longitud cuatro veces superior que para los sedimentos
de uno y dos afios (Cuadro 7). Esta variable es una de las mas prominentes de las gramineas
forrajeras, esto también se relaciona con su &rea superficial y un mejor acceso a nutrientes,
lo cual a su vez se reflejara en ganancia de biomasa (Mejia Kerguelen et al., 2009).

Area superficial de raiz. Las plantas de B. brizantha en el sedimento de cuatro afios
mostraron una mejor media, seguido de las plantas en los sedimentos de uno y dos afios los
cuales resultaron indiferentes entre si (Cuadro 7). El uso de in6culos sigue a misma
tendencia, es decir, el inocular con micorriza se manifiesta en mayor area superficial de raiz
(Cuadro 8). La distribucion de raices tiene influencia en el desarrollo de la estructura del
suelo y también afecta la productividad de los agroecosistemas (Rilling et al., 2015). Este
factor influye en el crecimiento de los cultivos pues la distribucion de raices influye en la
oxigenacion y absorcion de agua y nutrientes (Albino-Gardufio et al., 2015).
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Cuadro 7. Efecto del tiempo post extraccion aurifera en sedimentos residuales de la mina
Clavo Rico, Choluteca, Honduras en el cultivo de Brachiaria brizantha a los 45 dias
después de siembra.

Planta Raiz

Material evaluado  Altura Hojas  Biomasa Longitud Are_a.

superficial
seca

(cm) (No. /pl) (a/pl) (cm) (cm?)
Sedimento de 1 afio 317 b 3 b 033 b 1415 b 191 b
Sedimentode 2afios 315 b 3 b 023 b 1100 b 145 b
Sedimento de 4 afios 65.2 a 5 a 059 a 4115 a 517 a

R? 0.8 0.72 0.49 0.73 0.77

Desviacion estandar 85 0.67 0.20 20.81 9.78

residual
Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (P < 0.05)

Diametro de raiz. Esta variable no resulto significativa para el factor de tiempo post
extraccion aurifera y el uso de inoculos. Sin embargo, el uso de micorrizas favorecid el
ligero engrosamiento de raices, mientras que el uso de Trichoderma resulté en un diametro
menor que con micorriza, el hecho de no inocular los cultivos result6 indiferente para esta
variable (Cuadro 8). El efecto del tiempo post extraccion y el uso de inodculos solamente las
raices en sedimento de un afio tuvieron las raices con mayor grosor al utilizar micorriza y
menor las raices de menor grosor al usar Trichoderma o no usar nada. La diferencia entre
estos fue de unos 0.15 mm, en el resto de los tratamientos no hubo una diferencia marcada
(Cuadro 9). Cabe mencionar que raices mas gruesas no indican mejor estado, pues el grado
de compactacion del material tiene gran influencia en el grosor y la resistencia a la
penetracion del material tiene un efecto inverso en la elongacion, pero directo en el diametro
promedio de la raiz (Bennie, 1996).
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Cuadro 8. Efecto del uso de ino6culos como bioestimulantes en la revegetacion con
Brachiaria brizantha a los 45 dias después de siembra.

Planta Raiz
In6culo Altura Hojas Blomasa , Area Diametro
seca Longitud superficial
(cm)  (No) () (cm) (cm?) (mm)

Micorriza 62.4 a 406 a 054 a 29481 a 4032 a 0.45 a
Trichoderma 33.1 b 317 b 029 b 201.72 b 24.06 b 0.38 b
Sinlnéculo 328 b 311 b 032 b 166.31 b 2095 b 0.42 a
R? 0.9 0.7 0.49 0.73 0.77 0.33
D. estandar
residual 8.5 0.7 0.20 70.81 9.78 0.06

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (P < 0.05)

Cuadro 9. Efecto del tiempo post extraccion aurifera de sedimentos residuales y el uso de
in6culos como bioestimulantes en la evaluacién de revegetacion con Brachiaria brizantha.

Planta Raiz
. Alturaa  Hojas 45 .

Tratamientos 45 DDS [%DS Diametro

(cm) (No. /pl.) (mm)

Sedimento de 1 afio Micorriza 55 b 4.2 ab 051 a

Sedimento de 1 afio Trichoderma 18.8 ¢ 25 ¢ 0.37 ¢

Sedimento de 1 afio Sin inéculo 213 ¢ 2.2 C 0.36 ¢
Sedimento de 2 afios Micorriza 56.3 b 35 b 0.44 abc

Sedimento de 2 afios Trichoderma 189 ¢ 2.2 C 0.38 ¢
Sedimento de 2 afios Sin inéculo 193 ¢ 23 C 0.49 ab
Sedimento de 4 afios Micorriza 75.8 a 45 a 0.41 bc

Sedimento de 4 afios Trichoderma 60.8 b 48 a 0.39 ¢
Sedimento de 4 afios Sin indculo 58.8 b 48 a 0.43 abc

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (P < 0.05). DDS=

dias después de siembra.
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4. CONCLUSIONES

El tiempo post extraccion aurifera ejerce influencia sobre las caracteristicas quimicas y
bioldgicas de los sedimentos residuales. A los dos afios la calidad del material es mas
limitada para el crecimiento vegetal. A cuatro afios el sedimento alcanza condiciones
mas favorables para el crecimiento de las plantas.

La condicion quimica y biol6gica de los sedimentos en los dos primeros afios post
extraccion resultd una limitante para el crecimiento de la graminea (Brachiaria
brizantha) la que se adaptdé mejor en sedimentos de cuatro afios. La leguminosa
(Canavalia ensiformis) fue capaz de adaptarse mejor a condiciones adversas en este caso
sedimentos de un afio post extraccion, teniendo un comportamiento similar que en
sedimentos de cuatro afios.

La simbiosis entre Brachiaria y micorrizas favorece el desarrollo de la planta en todos
los sedimentos.

El establecimiento de la leguminosa y la graminea favorecieron la rehabilitacion de los
sedimentos mineros. Los mejores indicadores para la revegetacion fueron el pH, la
conductividad eléctrica, el contenido de Carbono Organico del Suelo (COS), relacion
carbono nitrégeno (C/N) y la densidad microbiana.

20



5. RECOMENDACIONES

Revegetar los sedimentos residuales generados por extraccion aurifera a cielo abierto
desde el primer afio post-extraccion, preferiblemente con Canavalia ensiformis en
simbiosis con micorriza (Mycoral-R), para acelerar el proceso de rehabilitacion.

Revegetar los sedimentos con Brachiaria micorrizada a partir del cuarto afio post-
extraccion.

Realizar aislamientos de microorganismos presentes en los materiales en descanso e
identificarlos mediante técnicas moleculares a fin de obtener cepas capaces de degradar
compuestos toxicos en relaves mineros.

Evaluar durante méas tiempo el efecto de la bioestimulacién de los sedimentos con
micorrizas ya que se espera que los cultivos serdn capaces de seguir proporcionando
compuestos organicos a través de exudados de sus raices y de sus restos vegetales, por
lo que a largo plazo se convertiria en un sistema autosustentable.
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7. ANEXO

Anexo 1. Protocolo del laboratorio de Fitopatologia de la EAP Zamorano utilizado para
determinar el estimado de hongos y bacterias en los sedimentos utilizados.

Protocolo para analisis de microorganismo en suelo

1. Segue al aire una mmestra de suelo de aproximadaments 250 z (peso himedo) por
2 dias a 24 *C.
Pese 5 g de suelo seco v afore a 50 mL agus destilada extéril en un tubo Falcon.
3. Colocar la muestra en el orbital por 5 min/304 rpm.
Colocar en el microondas el medio completo para hongos (MMCH) semizdlido v
800 mL de agua filtrada para el bafio Maria.
Aclimatar 3 plates Petri por muestra en la camara de flujo laminar. Rotular los

LA

plates con: nombre la muestra, fecha, imiciales del nembre v dilucion de la
muestra.

6. Centrifugar las muestraz usando el rotor SMN943 a 300 rpm/3 min’ minima
aceleracion v desaceleracion.

7. Usando unz pipeta estéril transfiera 900 ul del supemadante 2 un fubo Eppendorf
de 1.5 ml {diluecidm 10-7).

8. Bealizar diluciones seriadas de 1:10, es decir, colocar 900 ul. de agua destilada
esterl v afiadir 100 ul. del tubo anterior hasta la dilucidn 100

9. Colocar 3 mL de MCH semisclide en los tubos de ensave en el bafio Mdaria
Trabajar rapido para evitar que se solidifique.

10, hezelar los 3 ml del tubo con medico MCH con 100 ul de 1z dilucion 10" de la
muestra. Eepetir este pazo con diluciones 10 v 102,

11. Mezclar bien y wverter rapidamente el contenido del tubo 1 plato agar agua v
distribuir uniformements con movimientos sutiles.

12. Observar los platos Petri 24 v 48 horas despues.

13. Contar el mimere de hongos v bacterias encontrados.
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