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ESTRUCTURA DE LA TESIS

La tesis esta organizada en siete capitulos y un Anexo. El capitulo | y Il
corresponden a la introduccion y materiales y métodos generales, respectivamente. La
tesis comienza con el Anexo* que se encuentra al final de la misma. En el Anexo se
evalud inicialmente la tolerancia y capacidad de acumulacién de seis metales, en tres
especies del género Pelargonium (P.hortorum, P. peltatum y P. graveolens). A partir
de los resultados obtenidos se decidi6 trabajar con la especie P. hortorum (malvon). La
tesis contintia con el capitulo Ill, en el cual se evaltan la extraccion de metales de las
fracciones quimicas y fisicas del suelo y la acumulacién en 6rganos de la especie
seleccionada. Luego, en el capitulo IV se estudia la extraccion de los metales desde la
rizosfera y el volumen del suelo y se estudian interacciones entre metales a nivel suelo
y planta. En el capitulo V se investiga el efecto de la longitud del periodo de
crecimiento de P. hortorum sobre la eficiencia de la fitoextraccion, y en el capitulo VI
se evallan los cambios morfolégicos inducidos por los metales en las plantas y los
efectos sobre la calidad ornamental de P. hortorum. Finalmente en el capitulo VIl se
encuentran la discusién y conclusiones generales.

*El Anexo se encuentra al final de la tesis por sugerencia de la Comision de
Doctorado.
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RESUMEN
Acumulacion de metales (cadmio, zinc, cobre, cromo, niquel y plomo) en
especies del género Pelargonium: suministro desde el suelo, ubicacion en la
planta y toxicidad

La accion antrépica puede causar la contaminacion de los suelos con metales.
Para la remediacién de pequefas areas contaminadas se sugirid el uso de plantas
ornamentales. En esta tesis, inicialmente se estudié la capacidad de fitorremediacién
de tres especies del género Pelargonium en un suelo contaminado con cadmio, zinc,
cobre, cromo, niquel y plomo, y se seleccioné la mas tolerante (Pelargonium
hortorum). Los objetivos fueron estudiar en qué fracciones quimicas vy fisicas del suelo
se ubican los metales, a partir de cuales los absorbe Pelargonium hortorum y en que
organo los acumula, incluyendo la influencia de la rizosfera y el estudio de los
fendmenos de sinergismo-antagonismo entre metales. Ademas, se considera en qué
momento del ciclo la planta extrae los metales, y como afectan su capacidad
productiva. Para tal fin se determinaron los metales en las fracciones fisicas y
quimicas del suelo, metales totales y disponibles, pH y conductividad eléctrica (CE); en
planta, se calcularon diversos indices. Los resultados muestran que los suelos con
metales mostraron un incremento en las fracciones mas disponibles, y que la
absorcion de casi todos los metales estuvo relacionada con varias de estas fracciones.
Excepto Pb, todos los metales se asociaron principalmente a la fraccion arcilla. La
acumulacién en planta fue raices> tallos> hojas> flores. En general, la rizosfera no
intervino en la regulacién de la disponibilidad de los metales y la capacidad de
remocion de las plantas se mantuvo estable a lo largo de las cosechas. Finalmente,
los parametros mas afectados en planta fueron la formacion de nuevas hojas y flores,
y el tamario de las mismas, afectando la calidad comercial del cultivo. La especie
estudiada no es hiperacumuladora y su calidad comercial es afectada. So6lo podria
utilizarse con fines de remediacién cuando la concentracién de metales en el suelo no
sea muy elevada.

Palabras clave: Pelargonium hortorum, metales, fraccionamiento quimico,
fraccionamiento fisico, rizosfera, metales disponibles, tasa de absorcion de metales.
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ABSTRACT
Accumulation of metals (cadmium, zinc, copper, chromium, nickel and lead) in
the genus Pelargonium: supply from the soil, plant location and toxicity

Anthropogenic action can cause the contamination of the soils with metals. For
the remediation of small contaminated areas the use of ornamental plants was
suggested. In this thesis, we initially examined the ability of phytoremediation of three
species of the genus Pelargonium in a soil contaminated with cadmium zinc, copper,
chromium, nickel and lead, and selected the most tolerant (Pelargonium hortorum).
The objectives were to study in which chemical and physical fractions of soil are
located the metals, from which one does Pelargonium hortorum absorb them and in
which organ are located, including the influence of the rhizosphere and the study of the
phenomena of synergism-antagonism between metals. Furthermore, it is considered in
which stage of plant cycle the plant extracts metals, and how they affect their
productive capacity. To this end we determined the metals in the physical and chemical
fractions of soil, available and total metals, pH and electrical conductivity (EC); several
indices were calculated in plants. The results show that spiked soils showed an
increase in available fractions, and that almost all the absorption of metals was
associated with several of these fractions. Except for Pb, all metals were mainly
associated with the clay fraction. Accumulation in plants was roots> stems> leaves>
flowers. In general, the rhizosphere was not involved in the regulation of the availability
of metals and the removal capacity of the plants remained stable over the crops.
Finally, the parameters most affected were plant formation of new leaves and flowers,
and size, which affected the commercial quality of the crop. The specie studied is not a
hyperaccumulator and commercial quality is affected. It could only be used for
remediation when the concentration of metals in the soil is not too high.

Keywords: Pelargonium hortorum, metals, chemical fractionation, physical
fractionation, rhizosphere, available metals, heavy metal uptake rate.



CAPITULO |
Introduccidén general

1.1 Origen de los contaminantes, con énfasis en los metales

En las ultimas décadas, la produccién de bienes y servicios ha aumentado en
forma exponencial y, con ello, la posibilidad de elevacion del nivel de vida de la
humanidad. Sin embargo, este hecho ha tenido consecuencias no deseadas para el
medio ambiente (Adriano, 2001). Como consecuencia, la sociedad moderna enfrenta
el problema de la generacion creciente de diferentes tipos de residuos, efluentes y
emanaciones. Esos residuos provienen principalmente de la vida urbana, la industria,
la mineria y la produccién agropecuaria (Pais & Benton Jones, 2000; Prasad, 2004).
La vida urbana contamina principalmente a través de los residuos domiciliarios, los
residuos cloacales y el uso de vehiculos de combustién interna. Los desechos y los
efluentes cloacales se procesan y disponen de diversas maneras segun el nivel de
desarrollo de los distintos paises. La actividad vehicular supone todavia un aporte de
metales pesados a la atmoésfera, entre los que se destacan el plomo (Pb) y el cadmio
(Cd) (Pais & Benton Jones, 2000; Hjortenkrans y col. 2006; Bakirdere & Yaman, 2008).
La industria y la mineria aportan numerosas sustancias minerales y organicas al
medio. La composicion de estos efluentes y residuos es muy variable, dependiendo
del origen de cada uno de ellos. Los residuos sélidos y liquidos pueden contaminar por
contener metales, hidrocarburos e innumerables sustancias organicas. Los efluentes
gaseosos, suelen contener estas sustancias en suspension en la masa de aire, lo que
les permite trasladarse a grandes distancias (Fergusson, 1990; Alloway, 1995).

Una de las muchas consecuencias ambientales derivadas de la generacién de
los residuos mencionados es la elevaciéon del tenor de metales en los suelos (Adriano,
2001; Kalavrouziotis y col. 2008). Precisamente, los suelos son uno de los mayores
reservorios en los cuales se evidencia la contaminacién ambiental (Alloway, 1995).
Mas del 90 % de los contaminantes producidos son retenidos en las particulas de
suelo, mientras que cerca del 9 % de los mismos pasa a los sedimentos acuaticos. La
contaminaciéon de un suelo con metales presenta un alto tiempo de residencia,
estableciéndose un equilibrio dindmico con la hidrosfera, atmdésfera y biosfera y de
esta forma se altera el ecosistema, incluyendo al ser humano (Huang, 1999).

En el grupo de los metales se incluye a los “metales pesados”, elementos cuyo
peso atémico es superior a 63 y que poseen una densidad mayor que 5-6 g dm™. No
obstante ello, existen elementos toxicos que no son metales y otros no son “pesados”.
Estos elementos estan listados en la Directiva de la Comision Europea (Directiva
86/278/CEE, 1986) como productores de dafio a la vida de las plantas o animales,
cuando sus concentraciones superan ciertos umbrales criticos en los suelos o en las
plantas. Entre los metales pesados contaminantes mas comunes se encuentran Cd,
cromo (Cr), cobre (Cu), niquel (Ni), Pb y zinc (Zn) (United States Environmental
Protection Agency, 1997).

El Cd no tiene funcion biolégica esencial y tanto él como sus compuestos son
muy téxicos para plantas y animales (Alloway, 1995). Se lo encuentra en los suelos
como resultado de actividades humanas tales como fundicién y refinacién de metales,
la quema de combustibles fésiles, y la aplicacion de fertilizantes fosfatados y lodos de
depuradora a los suelos (Alloway, 1995; Kabata-Pendias & Pendias, 2000). Su
biodisponibilidad en los suelos es generalmente alta en comparacion con otros
metales como consecuencia de su mayor solubilidad y el predominio de uniones de
baja energia con la fase solida del suelo (Alloway, 1995; Gérard y col. 2000).



El Cr y sus compuestos tienen miltiples usos industriales. Ellos son
ampliamente empleados en el tratamiento y acabado del cuero (Nriagu, 1988), en la
produccion de acero refractario, galvanoplastia, productos de limpieza y en la
produccién de acido crémico y especialidades quimicas (Shanker y col. 2005). Por lo
general, el cromo se presenta en dos formas: la trivalente, Cr (lll) y la hexavalente, Cr
(V1), y las plantas toman ambas formas. El Cr (lll) es poco soluble y menos téxico,
mientras que el Cr (VI) que es mas soluble en agua, es altamente toxico para la biota
(Adriano, 2001). Compuestos de cromo hexavalente se utilizan en la industria de
revestimientos metalicos, tratamientos de refrigeracion de torres de agua, y, hasta
hace poco, la preservacion de la madera (Shanker y col. 2005).

El Cu es uno de los metales traza mas abundantes, es un micronutriente de
gran importancia en la produccién agricola y se produce como Cu *y como Cu?* (Luo
y Christie, 1998). Niveles potencialmente téxicos de Cu en suelos estan generalmente
asociados con enmiendas de lodos de depuradora y con fungicidas clpricos como las
sales de cobre (Adriano, 2001). Las concentraciones de Cu en la solucién del suelo
son extremadamente bajas, con mas del 98 % del mismo unido a materia organica,
independientemente del pH (Sauve y col. 1997).

En 1988, el Ni se incluyé en la lista de los elementos esenciales para las
plantas (Brown y col. 1988). Sin embargo, este elemento es fitotéxico cuando esta
presente en altas concentraciones (Hasinur y col. 2005). Se absorbe como cation Ni**
(Uren, 1992) y es transportado rapidamente a los sitios metabdlicamente activos,
ocasionando multiples efectos téxicos en el crecimiento (Krédmer y col. 1997).
Naturalmente, los suelos derivados de rocas serpentinas son ricos en Ni, pero debido
a diversas actividades industriales y antropogénicas, tales como la mineria, la
refinacion de minerales de niquel, la quema de combustibles fosiles y petréleo
residual, y al uso de lodos de depuradora otras zonas también se han vuelto
susceptibles a la contaminacién por Ni (Nriagu, 1988).

Entre los metales pesados de numero atdémico mayor de 60, Pb es el mas
abundante en la corteza de la tierra (Adriano, 2001). El nivel de plomo en el medio
ambiente ha aumentado considerablemente como resultado de la industrializacién y la
urbanizacion (Singh y col. 1997). La vida media del plomo se estima en 150-5000 afos
(Kumar y col. 1995). La disponibilidad de Pb para las plantas es muy baja estando
menos del 0.1% de la concentracion de Pb total en la solucién del suelo (Huang y col.
1997). Por lo tanto, el aumento de la concentraciéon de Pb en la solucién del suelo es
crucial para el éxito de la fitoextraccién del mismo (Blaylock y col. 1997; Huang y col.
1997; Shen y col. 2002)

Finalmente, las altas concentraciones de Zn en el suelo, son una consecuencia
frecuente de las actividades antropogénicas (Alloway, 1995). Las fuentes
antropogénicas de contaminacion derivan de actividades como la mineria y la
fundicion, la galvanoplastia, la aplicacion de lodos industriales y municipales al suelo,
el uso de productos quimicos agricolas que contienen Zn, y otras actividades
industriales (Blaylock & Huang, 2000; Chaney, 1993). El Zn se encuentra dentro de
los elementos traza mas moviles y usualmente es débilmente retenido en los suelos
(Alloway, 1995).

1.2 Los metales en los suelos

El suelo es uno de los componentes del medio ambiente mas involucrado en
procesos de polucién, ya que actia como sumidero y, a la vez, fuente de
contaminantes (Zhu & Alba, 1993). De los constituyentes del suelo, las arcillas han
mostrado una alta capacidad de sorcion de metales como el Cu y Zn, dependiendo del
pH (Cavallaro & McBride, 1984). La presencia de carbonatos en los suelos también
afecta la capacidad retencion de metales. Comparando suelos acidos y suelos



calcareos, Saeed & Fox (1997) observaron la existencia de relaciones entre el
incremento del pH y la disminucion de la solubilidad de metales.

Entre los insumos agricolas que aportan estos contaminantes inorganicos a los
suelos y los cultivos se encuentran fertilizantes, calcareo y yeso, enmiendas organicas
(biosolidos, estiércol de animales domésticos y residuos industriales), pesticidas y
demas agroquimicos, agua de riego y otros (Ferguson, 1990; Nicholson y col. 2003).
El Cd es de particular interés porque se encuentra en relativa abundancia en
fertilizantes y biosdlidos. La adicién de residuos o fertilizantes conteniendo alta
concentraciéon de Cd a tierras agricolas, puede ocasionar importantes incrementos en
la absorcion de Cd por los cultivos (Grant y col. 1999). Por ejemplo, Andersson y
Siman (1991) informaron aumentos en los niveles de Cd en cultivos que recibieron
dosis crecientes de fertilizacion fosforada. Esto es dependiente del pH, ya que los
incrementos del pH favorecen la adsorcion de Cd en el complejo de intercambio y la
disminucién de Cd en la solucién del suelo (McBride y col. 1997; Sauvé y col. 2000).
En un estudio de la dinamica de los metales en dos tipos de biosélidos aplicados en
suelos, se observo que el Cd fue el elemento mas movil desde el biosélido al suelo y
de éste a la planta y, finalmente, a los granos de maiz (Lavado y col. 2005).

Ademas de los biosélidos, que han sido extensamente estudiados, se destaca
la importancia de los estiércoles actuales. Por ejemplo, algunos metales como
arsénico (As), cobalto (Co), Cu, hierro (Fe), manganeso (Mn), selenio (Se) y Zn
integran la dieta de pollos y otros animales domésticos con varios propdsitos, elevando
claramente las concentraciones de metales en los estiércoles (Sims y col. 1994). Por
ello, se encuentran altas concentraciones de metales en suelos enmendados con
estos residuos. Asimismo, el uso de altos niveles de Cu para estimular el crecimiento y
aumentar la eficiencia en la alimentacion de cerdos elevo las concentraciones de Cu
en el estiércol de estos animales. Luego de largos periodos de aplicacion de estiércol
con altas concentraciones de este elemento, se encontré que el Cu se habia
acumulado en los suelos y en plantas como pastos y maiz (Payne y col. 1988).

La acumulacion de metales en el suelo, no so6lo afecta a cultivos y plantas
silvestres, sino que en casos extremos provoca la contaminacién de aguas
subterrdneas y superficiales por escorrentia y lixiviacién (Han y col. 2000; Cogger y
col. 2001). Muchos de estos elementos son facilmente asimilados por las plantas y
algunos de ellos (Cd, Cu, Ni, Pb y Zn) significan una amenaza para el medio ambiente
y la salud, debido a su toxicidad potencial y acumulacién en la cadena alimenticia
(Pietz y col. 1984; McLaughlin y col. 1999). También puede resultar afectada la flora
del suelo, como lo demostr6 la inhibicién microbiana en la descomposicion de residuos
de coniferas y el reciclado de los nutrientes, observado en un bosque que rodeaba a
una fundicién de latén. Dicha industria, habia emitido grandes cantidades de Cu, Zny
otros metales en forma de aerosol por algunos afios (Tyler, 1989).

Por otro lado, el comportamiento de los metales en el medio ambiente esta
determinado por sus formas fisicoquimicas especificas, mas que por su concentracién
total (Tack & Verloo, 1995). Se considera que hay una relacién cercana entre la
concentraciéon de elementos traza extractables en los suelos y la toma y acumulacién
de metales por los cultivos (Fergusson 1990; Chojnacka y col. 2005). En los suelos,
los metales se distribuyen en varias formas, relacionadas, en mayor o menor grado,
con su disponibilidad para las plantas. Estas formas quimicas se clasifican en los
siguientes grupos: i) soluble en agua, intercambiable y adsorbido; ii) ligado a la materia
organica; iii) asociado a componentes inorganicos, tales como carbonatos, éxidos,
sulfuros; iv) residual, que agrupa los compuestos no incluidos en los grupos anteriores,
generalmente aluminosilicatos.



Los estudios de correlacion entre estas formas quimicas y el grado de
absorcién de los metales por las raices han mostrado resultados variables. En algunos
casos las formas solubles, intercambiables y ligadas a la materia organica fueron
disponibles para las plantas (Zhu & Alva, 1993). En otros, la movilidad vy
biodisponibilidad de varios metales, fue muy baja en la fraccién unida a la materia
organica (He & Singh, 1993). En suelos de la regién pampeana se encontré que la
concentracion de metales extractables con EDTA no siempre presenté alta correlacién
con los contenidos de ellos en cultivos como maiz y trigo. Inclusive, en algunos casos
se encontraron altas correlaciones entre los contenidos de metales totales en suelos y
en planta (Lavado y col. 2006).

Los metales de fuentes antropogénicas son potencialmente mas moéviles que
los heredados del material geolégico (Kabata-Pendias, 1993). Los metales nativos se
encuentran frecuentemente en formas altamente inmdviles (Ross, 1994) mientras que
las formas antropogénicas son frecuentemente mas reactivas y, en consecuencia, mas
disponibles para las plantas. En suelos tratados con sales de elementos traza (metal-
spiking studies) con el fin de simular el efecto de los metales contenidos en residuos,
se sobrestima la biodisponibilidad de los mismos (Basta y col. 2005). Esta mayor
biodisponibilidad de los metales aplicados en la forma de sales ha sido demostrada
tanto en experimentos con macetas en invernaculo (Korcak & Fanning, 1985), como
en condiciones de campo en suelos enmendados con biosélidos. Efectivamente, el
contenido de Cd en lechuga resultd tres veces mayor en suelos tratados con sales,
que en suelos con bios6lidos (Brown y col. 1998).

Una forma complementaria de considerar los contenidos de contaminantes es
su distribucion en los diferentes tamanos de particulas presentes en el suelo (Lu y col.
2005; Li y col. 2006). Yarlagadda y col. (1995) encontraron concentraciones elevadas
de Pb y Cu en todas las fracciones texturales. La unién de los metales pesados en
varias fracciones tiende a incrementarse con la disminucién en el tamano de
agregados, lo cual sugiere que los mecanismos de unidén superficial controlan la
distribucion de estos elementos a través de las distintas fracciones de tamafo de
agregados (Zhang y col. 2003). Mogollon y col. (1995), por su parte, informaron que
las concentraciones de varios elementos investigados fueron mayores en los tamanos
de particulas mas finas.

1.3 Contaminacidén de suelos en la region Pampeana

La Region Pampeana es una las regiones de cultivos extensivos de clima
templado mas importante de Hemisferio Sur. La region abarca aproximadamente 60
millones de hectareas y cubre, en diferentes proporciones, a las provincias de Buenos
Aires, Santa Fe, Cérdoba, Entre Rios, San Luis y La Pampa. Es el centro de la
actividad productiva agropecuaria argentina, donde se desarrollan cultivos de verano
como soja, maiz y girasol, y de invierno como trigo y cebada. Los suelos
predominantes en el area pertenecen al Orden de los Molisoles, destacandose entre
ellos Argiudoles, Hapludoles, Haplustoles y otros subgrupos. En esta region se ubican
las principales ciudades de la Argentina, en donde vive la mayoria de nuestra
poblacién (Lavado, 2006a).

La mayoria de los suelos agricolas de la regién Pampeana no muestran signos
de contaminacion con metales. Las concentraciones y valores de dispersion de
metales en estos suelos son similares a las observadas en otros suelos no
contaminados del mundo (Lavado y col. 2004). La raz6n principal es que en la regién
existe baja densidad poblacional, no existen la mineria metalifera y las fabricas estan
localizadas en las inmediaciones de las ciudades. La distribuciéon de los metales en los



suelos muestra un patrén de maxima concentracion en el horizonte B, 0 un incremento
de la concentracion hacia la profundidad del suelo. Los patrones de distribucién
dependen de cada metal y del tipo de suelo (Lavado y col. 2004). Como se ha
informado para otras regiones del mundo, esta forma de distribucion de los metales en
los perfiles de suelos esta principalmente relacionada al material parental y los
procesos pedogéneticos; no esta conectado con contaminacién antropogénica. Esto
concuerda con lo registrado previamente en el area en estudio (Lavado & Porcelli,
2000), donde boro (B), Cr, Cu, Pb y Zn se encontraron principalmente en las
fracciones insolubles, nuevamente un indicador de que no existe origen de
contaminacioén en las zonas agricolas lejanas a las poblaciones.

El riesgo potencial de contaminacién antropogénica de estos suelos estaria
ligado a los fertilizantes, agroquimicos o al uso de barros cloacales digeridos
anaerébicamente (biosoélidos) o estiércoles (Lavado y col. 2005; Lavado y col. 2006b).
En un ensayo de largo plazo, se encontré un leve incremento de Co, Cu, Pb y Ni,
atribuido a la aplicacién de fertilizantes fosfatados (Lavado y col. 1999). Sin embargo,
en otro estudio similar, no se observé una acumulacién significativa de metales
(Zubillaga & Lavado, 2002). De todas maneras, hasta el momento, los fertilizantes no
han sido utilizados en forma masiva en los cultivos extensivos.

Sin embargo, frente a ese panorama general, algunas areas localizadas de la
regién han comenzado a mostrar el conocido proceso de acumulacién antropogénica
de metales documentado en otras areas del mundo (Fergusson, 1990). Suelos
ubicados en los cinturones horticolas, alrededor de las ciudades como por ejemplo
Bahia Blanca, muestran niveles téxicos de Cu y Zn, atribuidos al uso intensivo de
agroquimicos, fertilizantes y enmiendas (Reyzabal y col. 2000). Por otro lado, los
suelos de la ciudad de Buenos Aires difieren significativamente en el contenido de
metales respecto de los suelos agricolas o con pasturas circundantes. Esto es
principalmente debido a industrias, trafico vehicular y otras fuentes de contaminacién.
En estos suelos urbanos, las concentraciones de Cd, Cu, Pb y Zn fueron mucho
mayores que los limites de varios estandares internacionales, como por ejemplo la
Organizacién Mundial de la Salud (Lavado y col. 1998). Los suelos de areas
industriales y de areas residenciales de la ciudad difieren en las concentraciones de
estos elementos (Llosa y col. 1990). También, los suelos del Gran La Plata localizados
cerca de rutas y autopistas, estan enriquecidos en Pb y Zn (Camilién y col. 1995). En
areas suburbanas industrializadas también se encontraron elevados valores de
metales pesados e hidrocarburos de petr6leo (Andrade y col. 2002)

En sintesis, por sus caracteristicas demograficas y productivas la region
pampeana no ha sufrido hasta el presente un gran impacto de acumulacién de
metales. Sin embargo, en la periferia de las ciudades y pueblos se llevan a cabo
innumerables actividades productivas, entre ellas producciones animales y agricolas
intensivas, proyectos agroindustriales, desarrollo de variados tipos de espacios verdes,
etc. Estas actividades estan haciendo uso de tecnologias que implican la utilizacién de
un alto nivel de insumos. A ello se suman los procesos de orden general (deposicion
atmosférica, por ejemplo) que contribuyen a incrementar los problemas ambientales
con metales en estas zonas periurbanas.

1.4 Absorcion por plantas y cultivos, daios a los ecosistemas y al hombre

Como se analizé previamente, la acumulacion de metales en las plantas es un
serio tema medioambiental, ya que la absorcion de metales por éstas, es el proceso
mas importante por el cual los metales pueden entrar en la cadena alimentaria (Quian
y col. 1996). Las plantas cultivadas en suelos contaminados absorben, concentran y



precipitan metales téxicos en su biomasa y se convierten en la mejor alternativa para
areas con contaminacion difusa, donde los polutantes se presentan en relativamente
baja concentracion y superficialmente (Rulknes y col. 1998).

Las plantas poseen 3 estrategias béasicas para crecer sobre suelos
contaminados (Raskin y col. 1994). La primera se presenta en plantas exclusoras de
metales, las cuales previenen la entrada de metales o mantienen baja y constante la
concentracion de estos sobre un amplio rango de concentracion de metales en el
suelo, principalmente restringiendo la acumulacion de los metales en las raices. La
segunda se encuentra en las plantas denominadas indicadoras de metales, que
acumulan los mismos en sus tejidos aéreos y generalmente reflejan el nivel de metal
en el suelo (Ghosh & Singh, 2005). Finalmente, la tercera estrategia es la de las
plantas acumuladoras, las cuales pueden concentrar metales en sus partes aéreas, en
niveles que exceden varias veces el nivel presente en el suelo (Rotkittikhun y col.
2006). Se trata de plantas hiperacumuladoras, capaces de absorber altos niveles de
contaminantes y concentrarlos en raices, tallos y hojas (Raskin y col. 1994;
Cunningham & Ow, 1996). Es sabido que la tasa de remocion de metales depende de
la biomasa cosechada y de la concentracién de metal en ésta Ultima. En especies
comunes, no-acumuladoras, el bajo potencial para la bioconcentracién de metales es
frecuentemente compensado por la produccién de una biomasa significativa (Ebbs y
col. 1997).

Los érganos de las plantas difieren en su capacidad para acumular metales. En
la mayoria de las plantas, raices, tallos, hojas, frutos y semillas presentan diferentes
niveles de concentraciéon y acumulacion de metales pesados (Kloke y col. 1994). El
factor de translocacion describe la relacion entre metales pesados en la parte aérea de
las plantas respecto a los mismos en raices. Factores de translocacion mayores a 1
sugieren gran capacidad para transportar metales desde las raices a los véastagos,
explicada en su mayor parte por eficientes sistemas de transporte de metales (Zhao y
col. 2002) y, probablemente, por secuestro de metales en las vacuolas de las hojas y
en el apoplasto (Lasat y col. 2000). Las plantas hiperacumuladoras se caracterizan por
una relacién concentracion de metal parte aérea/ concentracién de metal raiz, mayor a
1. En cambio, las plantas no acumuladoras tienen una més alta concentracién de
metal en raices que en hojas y tallos (Baker, 1981; Brown y col. 1995). Kloke y col
(1994) presentaron un orden general de coeficientes de transferencia entre suelo y
planta para la mayoria de los metales biol6gicamente importantes. El coeficiente de
transferencia es la relacion entre la concentracion del metal en el tejido de la planta y
la concentracién total del metal en el suelo. Cuando la fuente de metales pesados es
el suelo, en general los niveles decrecen en el orden: raices > tallos> hojas> frutos>
semillas. Por ejemplo, plantas jévenes de girasol (Helianthus annus) creciendo en
solucién nutritiva suplementada con Cd, Cu, Pb y Zn acumularon metales
especialmente en las raices y en los tallos (Kastori y col. 1992). Los aportes por
deposicion aérea pueden cambiar el orden, especialmente para Pb. Chaney &
Giordano (1977) clasificaron al B, Cd, Mn, Mo (molibdeno), Se y Zn como elementos
faciles de translocar a la parte superior de las plantas Ni, Co y Cu como intermedios, y
Cr, Pby Hg (mercurio) como los translocados en ultima instancia.

Las plantas pueden absorber grandes cantidades de metales, pero las raices
generalmente acumulan la mayor parte y, frecuentemente, constituyen el sitio de
almacenamiento de ellos. Se evita asi que dosis téxicas se transloquen a los tallos y
granos (Grifferty & Barrington, 2000). El transporte a través de la membrana celular de
la raiz es un proceso importante que inicia la absorcién de metales; la carga eléctrica
previene la libre difusion de iones metalicos desde las membranas celulares hacia el
citosol (Lasat, 2002). Lorenz y col. (1997) sugirieron que los estudios sobre la
biodisponibilidad potencial de metales deberian considerar los efectos de la rizosfera



sobre la solucién del suelo, debido a que las propiedades de la solucién cambian
durante el desarrollo de ésta, y la amplitud de los cambios varia enormemente entre
suelos. Estos autores se basaron en la alta correlacion observada entre la
concentracion de Cd en la solucién de la rizosfera y la concentracion de Cd en los
tejidos vegetales de plantas de arveja.

Normalmente, las plantas poseen diferentes mecanismos de resistencia al
estrés causado por los metales pesados. Brune y col. (1994) discutieron los
mecanismos de tolerancia al Zn en plantas, y propusieron 5 mecanismos para su
regulacion citoplasmatica: 1) baja absorcion a través de la membrana plasmatica, 2)
secuestro en organelas subcelulares, 3) precipitacion como sales insolubles, 4)
complejaciéon con ligandos organicos de bajo peso molecular, y 5) extrusién activa
desde de la membrana plasmatica hacia el apoplasto. Lasat y col. (1998) establecieron
que el secuestro dentro de las vacuolas radicales previene la translocacién de Zn
desde las raices a los tallos en Tlhaspi arvense (especie no acumuladora
emparentada con la especie hiperacumuladora T. caerulescens); en T. caerulescens,
en cambio, el mecanismo de secuestro vacuolar no es funcional, permitiendo la
translocacion e hiperacumulacién de Zn en hojas. Por otro lado, la sintesis de
fitoquelatinas es inducida por algunos metales (Gasic & Korban, 2007); las mismas
han mostrado estar involucradas principalmente en la tolerancia de especies vegetales
a Cd y Cu (Ow, 1996; Usha y col. 2007). También ha sido documentado que algunas
plantas catalizan reacciones redox y alteran la quimica de los iones metalicos. En este
sentido, Lytle y col. (1998) observaron que en solucion suplementada con Cr (VI)
(téxico), el jacinto de agua (Eichornia crassipes) acumuld Cr (lll) (menos toxico) en
raices y tallos; esta reduccion de Cr (VI) a Cr (lll) aparentemente tuvo lugar en las
raices finas laterales. Lee y col. (1977) sugirieron que la complejaciéon con compuestos
organicos de bajo peso molecular jugaria un rol importante en la tolerancia a Ni en
plantas acumuladoras.

La contaminacién del suelo con Cu, Ni y Zn causada por desperdicios mineros
y de fundiciones es conocida por ser fitotdxica tanto para las plantas silvestres
sensibles como para los cultivos (Chaney y col. 1999). Por ejemplo, la concentracion
de metales en el agua y sedimentos de rios contaminados por efluentes provenientes
de industrias y minas (Siegel, 2002; Conesa & Jiménez-Carceles, 2007) causa
acumulacién en plantas acuaticas de aguas dulces, y en sistemas marinos y de
estuarios (Hansen y col. 1998; Odum y col. 2000).

Asimismo, el suelo es la fuente de los metales biolégicamente activos que
pueden afectar adversamente la salud humana en varias formas (Duruibe y col. 2007).
Pueden causar enfermedades mediante su entrada directa al cuerpo a través de
consumo o inhalacién, y a través de heridas (Oliver, 1997). Para algunos elementos
hay claras evidencias de que son causa de enfermedades, como sucede en
comunidades aisladas que se proveen la mayoria de sus alimentos localmente (Mills,
1987). Cadmio y Zn, por ejemplo, pueden conducir a dafo gastrointestinal y
respiratorio agudo y a dafos agudos en el corazon, el cerebro y el higado. Se conocen
enfermedades cronicas en seres humanos expuestos a largos periodos de ingestién
de metales pesados, incluyendo efectos locales sobre la piel y mucosas, y varios
efectos sistémicos sobre los intestinos (Friberg y col. 1986). ElI Cd es retenido en el
cuerpo humano por varios afos, por lo que el consumo de alimentos con altos
contenidos de Cd puede inducir toxicidad crénica (Jackson y Alloway, 1992;
FAO/WHO, 1995). Se conocen enfermedades en seres humanos causadas por Cd
(Nogawa y col. 1987; Cai y col. 1990), Se (Yang y col. 1983) y Pb (Chaney y col.
1999). La contaminacién con Pb es una de las mas preocupantes desde el punto de
vista de la salud humana. El Pb ingresa al cuerpo con los alimentos, o través de



ingestién directa del suelo, o por inhalacién de polvo. Los cereales y el agua aportan
con el 35% de la toma diaria de Pb (WHO, 1996)

Finalmente, los animales requieren adecuadas cantidades de micronutrientes
(Cakmak & Marschner, 1987), pero la acumulacién de un exceso de metales como Cd
o Pb puede ser extremadamente peligrosa. Existen evidencias de envenenamiento por
Se en el ganado vacuno y la vida silvestre (Ohlendorf y col. 1986).

1.5 Remediacion

Una vez producida la contaminacion, se deben tomar las medidas necesarias
con el fin de impedir sus efectos nocivos. Para ello se utilizan las estrategias de
remediaciéon. La remediacién es el conjunto de técnicas que se aplican con el fin de
eliminar o reducir la carga de elementos contaminantes en los suelos, por debajo de
niveles téxicos. Entre ellas se destaca la “fitorremediacion”, que es la utilizacién de
plantas para eliminar contaminantes del suelo (Chaney y col. 1997). El objetivo
primario de la fitorremediacién es maximizar la transferencia de contaminantes hacia la
parte aérea de las plantas, de modo que parte de la masa total de contaminante sea
removida en cada cosecha. Esta técnica posee utilidad practica potencial, con mayor
efectividad y menor costo que otras actualmente en uso. Un sistema eficiente de
fitorremediacion requiere especies de plantas que satisfagan 2 prerrequisitos:
tolerancia a metales y capacidad de acumulacién (absorcion, detoxificacién vy
secuestro). Ademas la planta ideal deberia poseer la habilidad de sobrevivir a mas de
un metal en el medio de crecimiento (Saxenay col. 1999).

Las plantas consideradas para fitoextraccién deben ser eficientes en translocar
los metales desde las raices a sus partes cosechables (Blaylock & Huang, 2000; Pilon-
Smits, 2005). Ademas, deben poseer otras caracteristicas deseables como: habilidad
para tolerar condiciones extremas en el suelo (pH, salinidad, estructura, contenido de
agua), denso sistema radical, facilidad para establecerse, y alta resistencia a
enfermedades y ataques de insectos. En los ultimos afios, la fitorremediaciéon es
motivo de intensos debates en los ambientes académico-cientificos y profesionales. El
debate se refiere al empleo de especies con alta capacidad de acumulacién
(hiperacumuladoras) pero que poseen baja productividad de biomasa o, por el
contrario, el empleo de especies de alta productividad, aunque con menor capacidad
de extraccion (Ebbs y col. 1997).

Con el fin de evaluar la capacidad de acumulacion de distintas especies han
sido propuestos diferentes indices de acumulacion de metales. Entre ellos, el indice de
tolerancia (TIN) el cual cuantifica el crecimiento de las plantas en el suelo contaminado
en relacion al crecimiento de las mismas en el suelo control, en porcentaje
(Antosiewiczs, 1995). Este indice decrece a medida que la concentracion de metales
en el suelo o en la planta se incrementa (Audet & Charest, 2007). Otro indice es la
tasa de crecimiento relativo (TCR) de las plantas medida en g.g"' de peso seco.d; la
misma es importante desde el punto de vista de la biomasa producida y a fin de
cuantificar el nivel medio de acumulacion de metales (Lutts y col. 2004). Finalmente, el
dltimo indice utilizado es la tasa de absorcién (UR) de metales (mg.planta.d™) ya que
brinda una aproximacion de la eficiencia de absorcién de los mismos (Singh &
Agrawal, 2007).

Las investigaciones iniciales en fitorremediacién promovian el uso de especies
“hiperacumuladoras” como Thlaspi caerulescens (Brown y col. 1995). El término
hiperacumulador se refiere a plantas capaces de absorber 100 veces mas metales que
el resto de las especies (Baker & Brooks, 1989). La lista de plantas acumuladoras de



metales ha llegado a mas de 400 especies; la mayoria son altamente metal-
especificas, poseen escasa biomasa, su crecimiento es lento y requieren cuidadoso
manejo y manipulacion con técnicas agricolas especiales bajo condiciones de campo
(Gleba y col. 1999). Algunos investigadores sugirieron hace unos afnos, que el
pequefio tamafo y lento crecimiento de estas especies limita su utilidad para
fitorremediacion (Brown y col. 1995). Asi, la identificacion de nuevas especies de
plantas con alta produccién de biomasa y crecimiento robusto, sumada a su habilidad
para tolerar y acumular metales multiples se han convertido en un importante aspecto
para la fitorremediacion (Blaylock y col. 1997; McGrath, 1998). Desafortunadamente,
todavia no han sido identificadas plantas silvestres ni cultivadas que combinen estas
propiedades (Li y col. 2003). Para Pb, uno de los mayores contaminantes del suelo, no
se han identificado especies hiperacumuladoras, aunque varias especies han
mostrado tener cierta capacidad de acumulacion (Berti & Cunningham, 1993).

Por otro lado, se han desarrollado practicas para incrementar el potencial de
plantas comunes no acumuladoras para la fitoextraccion de Pb. Por ejemplo, maiz
(Zea mays) (Huang & Cunningham, 1996) y mostaza indica (Brassica juncea)
(Blaylock y col. 1997) fueron exitosas para remover Pb de la solucién de suelos
contaminados, bajo condiciones inducidas por quelatos. Otros autores (Turgut y col.
2004; Cui y col. 2004) utilizando EDTA mas &cido citrico o EDTA mas azufre elemental
incrementaron la movilizacién y acumulacién de Cd, Cr, Ni, Pb y Zn en cultivos como
girasol (Helianthus annuus), trigo de invierno (Triticum aestivum L.) y mostaza indica
(Brassica juncea). Varios trabajos sugieren que especies de acumulacién moderada y
alta biomasa, como la mostaza indica, podrian ser mas efectivos que T. caerulescens
en la fitoextracciéon del Zn (Kumar y col. 1995; Ebbs y col. 1997). Por ejemplo, Ebbs y
col. (1997) informaron que B. juncacea removié 4 veces mas Zn que T. caerulescens,
debido primordialmente al hecho de que produjo cuatro veces mas biomasa.

En los Ultimos anos, la ingenieria genética estd comenzando a emerger como
una forma relativamente rapida y efectiva para incrementar la capacidad de las plantas
de tolerar y acumular metales. Con el fin de desarrollar el potencial de fitoextraccién de
metales Brown y col. (1995) y Clemens y col. (2002) propusieron la transferencia del
fenotipo acumulador de las especies hiperacumuladoras de pequefio porte y lento
crecimiento a plantas no acumuladoras de alta produccién de biomasa y rapido
crecimiento (Banuelos y col. 2005). Recientemente, han sido creadas plantas
transgénicas con alta tolerancia y capacidad de acumulacién de metales a través de
varias aproximaciones, incluyendo sobreexpresion de proteinas transportadoras de
metales (Curie y col. 2000)

En areas contaminadas de pequefas superficies, se ha sugerido el uso de
especies ornamentales, por ejemplo crisantemo (Crysanthemum sp.) (Prasad &
Freitas, 2003). Kirkham (1978) observé que las raices de crisantemo acumularon 10
veces mas Cd que los tallos y las hojas cuando crecieron en solucién de cultivo
suplementada con este elemento. Las hojas de la planta ornamental Nerium oleander
colectadas de areas urbanas de Portugal acumularon mas de 78 mg de Pb por g de
peso seco (Freitas y col. 1991). La Canna (Canna x generalis) es una ornamental
cultivada en areas urbanas; los cultivos en hidroponia de esta especie tratados con Pb
durante un mes, prueban que la misma es adecuada para fitoextraccién de Pb, ya que
produce una apreciable cantidad de biomasa. También se ha estudiado una especie
del género Pelargonium (Trampczynska y col. 2001 tomado de Prasad & Freitas,
2003).

Finalmente, otro aspecto asociado con la aplicacion de la fitorremediacion es el
manejo y disposicion de los restos de la biomasa cosechada, problema cuyo
tratamiento escapa a la presente tesis.
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1.6 Justificacion de la tesis

El punto de partida de la presente tesis es que la contaminacién de suelos en
los ambientes que constituyen el limite entre el campo y la ciudad va asumiendo
caracteristicas preocupantes en el mundo y, particularmente, en nuestro pais. No se
trata de ambientes absolutamente urbanos, donde la problematica incluye por ejemplo
el ruido, y donde las soluciones son de disciplinas lejanas a la agronomia. Por el
contrario, los ambientes periurbanos poseen fuertes rasgos rurales en conjunto con los
rasgos ciudadanos. Muchos de sus problemas y sus eventuales soluciones son, en
realidad, una especialidad agrondémica. Por ejemplo, la fitorremediacién es una
practica agricola con la diferencia que el producto cosechado no se destina a alimento
o fibra, sino a otros fines.

Recientemente, se estudié en soluciones nutritivas la tolerancia de plantas de
una especie de geranio (Pelargonium sp.”Frensham”), cuando fueron expuestas a
varios niveles de Cd, Ni (Dan y col. 2002) y Pb (KrishnaRaj y col. 2000). Segln estos
autores, esta especie de geranio presenta hipertolerancia a estos metales, en el
tiempo y las condiciones experimentales aplicadas. La especie fue capaz de extraer y
almacenar en sus raices cantidades de Pb, Cd y Ni equivalentes al 9,0; 2,7 y 1,9% de
Su peso seco, respectivamente (Saxena y col. 1999). Si estas tasas de acumulacion
fueran mantenidas bajo condiciones de campo, este geranio podria ser capaz de
remediar sitios fuertemente contaminados en menos de 10 afos. Sin embargo, el
crecimiento y absorcién en solucion nutritiva es extremadamente diferente al obtenido
en el suelo; los cultivos en hidroponia no son indicadores de la situacién real del suelo,
debido a competencia i6nica, impedancia radical, y al hecho de que las plantas no
desarrollan pelos radicales cuando estan creciendo en solucién (Prasad & Freitas,
2003).

El género Pelargonium, que es facilmente cultivable y se adapta a condiciones
ambientales de clima templado, posee una serie de caracteristicas que lo convierten en
buen candidato potencial para fitorremediacién: denso follaje para secuestrar altas
cantidades de iones metalicos, prolifico sistema radical, adaptabilidad a una amplia
variedad de suelos y relativamente bajos requerimientos de agua y nutrientes. Posee
ademas, dos ventajas inapreciables: la biomasa cosechada es un producto de valor
econdémico y se adapta para ser cultivada en areas pequefas, como las zonas urbanas y
periurbanas.

1.7 Objetivos generales y objetivos e hipotesis por capitulo

El objetivo general de la presente tesis es estudiar la capacidad de
fitorremediacion en un suelo contaminado con Cd, Zn, Cu, Cr, Ni y Pb de una especie
del género Pelargonium, eventualmente apta para pequefias superficies donde seria
cultivada con beneficio econémico. Para seleccionar la especie a estudiar se efectud
un experimento preliminar, que se presenta en el Anexo, al final de la tesis.

Los objetivos e hipétesis por capitulo son los siguientes:

CAPITULO Ill. Extraccion de metales de las fracciones quimicas vy fisicas del
suelo y acumulacion en érganos de P. hortorum

Objetivo 3.1: Investigar en qué érgano de la especie P. hortorum, seleccionada como
la mas promisoria en el Anexo, se produce la mayor acumulacion de los metales.
Objetivo 3.2: Establecer cudles son las formas quimicas del suelo a partir de las
cuales extrae los metales la especie P. hortorum
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Objetivo 3.3: Estudiar cuales son las fracciones texturales del suelo a partir de las
cuales extrae los metales dicha especie del género Pelargonium.

Hipodtesis 3.1: La mayor acumulacién se producird en las raices de las plantas,
aunque los restantes 6rganos también acumularan cantidades importantes de metales.
Hipodtesis 3.2: La absorcidon de metales por parte de P. hortorum estara relacionada
con las formas quimicas mas rapidamente disponibles en el suelo, especialmente con
las fracciones | (fraccion soluble) y Il (fraccién unida a materia organica)

Hipétesis 3.3: La alta proporcion de limo y arcilla en el suelo determinara que la
absorcién de metales por parte de P. hortorum esté relacionada con las fracciones
finas (menores a 0,002mm) y medias (0,05-0,002).

CAPITULO IV. Extraccion de metales desde la rizosfera y el volumen del suelo e
interacciones entre metales

Objetivo 4.1: Evaluar la relacion entre los metales acumulados en plantas de P.
hortorumy los metales provenientes de la rizosfera o del volumen de suelo.

Objetivo 4.2: Evaluar la diferencia en la absorcion de metales desde la rizosfera, de
cada elemento en forma individual o cuando se encuentra en conjunto con otros.
Hipotesis 4.1: Si bien, en general, la absorcion de metales por parte de la especie
Pelargonium se vincula principalmente con la rizosfera, el aporte del volumen del suelo
varia segun el elemento que se considere.

Hipétesis 4.2: La diferencia o similitud en la absorcion entre los elementos solos o en
conjunto con otros se relaciona con la presencia de relaciones antagénicas/sinérgicas
entre ellos.

CAPITULO V. Efecto de la longitud del periodo de crecimiento de P. hortorum
sobre la eficiencia de la fitoextraccion

Objetivo 5.1: Determinar la acumulacién de metales y su tasa de absorcion en la
biomasa de raices, tallos, hojas y flores de P. hortorum a lo largo de diferentes
momentos de cosecha.

Obijetivo 5.2: Evaluar el potencial de diversos indices de acumulacién de metales para
registrar las variaciones en la produccién de biomasa de P. horforum y la
concentracion de metales.

Hipétesis 5.1: El cultivo presenta una alta velocidad de extraccion de los metales
inicial pero su mayor acumulaciéon se registra en las hojas en los momentos de
maximo crecimiento.

Hipodtesis 5.2: Las variaciones en produccion de biomasa y acumulacién de metales a
lo largo del periodo de crecimiento seran reflejados en forma coincidente por los
diferentes indices.

CAPITULO VI. Cambios morfolégicos inducidos por los metales y efectos sobre
la calidad ornamental de malvén

Objetivo 6.1: Cuantificar el efecto de los metales sobre la calidad ornamental de la
especie P. hortorum.

Hipétesis 6.1: El aumento en la concentracion de metales no afecta significativamente
la calidad ornamental del cultivo, pero si tiene efectos sobre el tiempo de produccion.



CAPITULO Il
Disefio experimental y métodos en general

2.1 Metodologia general

La metodologia aplicada consisti6, en general, en experimentos en
contenedores, en condiciones controladas en invernaculo, a partir de suelos
enriquecidos con metales y trabajos de laboratorio. Los experimentos en macetas
utilizaron como tratamientos un suelo control (Cuadro 2.1) y dos suelos con niveles de
contaminacion medio y alto con seis metales.

Cuadro 2.1 Resultados del andlisis fisicoquimico del suelo control.

Parametros

pH 5,9
C.E.(dS/m) 0,4
P(p.p.m.) 10,4
CO (%) 2,2
Arcilla (%) 22,5
Limo (%) 67,5
Arena (%) 10
Clase Textural Franco Limoso
Ca (meqg/100gq) 9,5
Mg (meq/100g) 1,8
Na (meq/100g) 0,5
K (meg/100g) 1,2
CIC (meq/100g) 16,9

CO: carbono organico; CIC: capacidad de intercambio catiénico.

Las muestras del suelo control se secaron al aire y se tamizaron por una malla
de 2 mm. Posteriormente, utilizando técnicas analiticas estandar (Sparks, 1996) se
determinaron pH y conductividad eléctrica (CE) en agua (relacién suelo:agua de 1:2,5),
fésforo disponible (P Olsen), carbono organico (por digestion con el método Walkley &
Black), textura (método del hidrometro de Bouyoucos), bases intercambiables
(extraccion con acetato de amonio 1 mol/L a pH 7), la capacidad de intercambio
catiénico (CIC) por saturacién con acetato de sodio 1M a pH 8,2 y desplazamiento del
sodio adsorbido con acetato de amonio 1M a pH 7,0.

El suelo utilizado en los contenedores fue el horizonte A de un Argiudol Tipico
(suelo no contaminado) del cual se tomd una alicuota como control; el resto del suelo
se sometié a 2 niveles de enriquecimiento con seis metales: nivel medio (nivel M) y
nivel alto (nivel A). Los metales utilizados fueron Cd, Cu, Cr, Ni, Pb y Zn; los mismos
fueron aplicados al suelo en forma de sales solubles, y mezclados con el mismo en
forma homogénea. La cantidad de sales aplicadas en el nivel M para alcanzar las
concentraciones finales que se muestran en el Cuadro 2.2 fueron: 0,57 g de acido
crémico (H.CrO,) por kg™ suelo, 0,022 g de nitrato de cadmio (Cd(NO3)..4H,0) por kg™
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suelo, 0,40 g cloruro de cobre (CuCl,2H,0) por kg de suelo, 0,32 g de cloruro de
niquel (Nicl,6H,O) por kg™ de suelo, 0,80 g de nitrato de plomo (N,OgPb) por kg™ de
suelo y 1,33 g de sulfato de zinc (ZnSo47H.0) por kg de suelo. En el nivel A se aplicd
el doble de las cantidades mencionadas anteriormente. La diferencia en las
concentraciones de metal aplicadas se debié a que los metales estudiados tienen
distinto grado de toxicidad para las plantas. Teniendo en cuenta lo indicado en el
Capitulo [, en relaciéon con la alta biodisponibilidad de las sales solubles, se apunté a
crear en el suelo utilizado, condiciones similares a situaciones reales. Para ello, luego
de aplicar los metales en el suelo, se los sometié a ciclos de humedecimiento y secado
durante un periodo de tres meses aproximadamente. Cada ciclo consistio en el
humedecimiento de los suelos contaminados y el control sin contaminar hasta el punto
de capacidad de campo y su posterior secado al aire por espacio de 15 dias (Figura
2.1). Esta forma de incubacion facilité no s6lo su homogeneizacién, sino su interaccion
con la matriz del suelo, a fin de lograr un nuevo equilibrio de los metales aplicados
(Martinez & Motto, 2000).

Cuadro 2.2 Niveles aproximados de metales a los que se llevd el suelo mediante el
agregado de las sales correspondientes.

mg/kg
Metal Nivel M Nivel A

Cd 10 20

Cu 150 300
Cr 250 500
Ni 80 160
Pb 500 1000
Zn 300 600

En los distintos capitulos se trabaj6é con los 6 metales en conjunto y separados
en 2 grupos: Cu, Pb y Zn, por un lado y Cd, Cr y Ni por el otro. Este agrupamiento de
los metales estuvo basado en varios trabajos que mostraron agrupaciones de Cu, Pby
Zn en conjunto. Yoon y col. (2006) encontraron que los sitios urbanos con altas
concentraciones de Pb tendian a presentar también altas concentraciones de Cu y Zn,
lo cual podria indicar que los 3 metales provenian de fuentes similares de
contaminacién. Kabala y col. (2001) también observaron que estos metales estaban
asociados en la vecindad de un area industrial. El segundo grupo se estructuré sobre
la base de dos situaciones: i) Cr y Ni constituian un grupo de metales separado de los
anteriores, en un estudio previo sobre contaminacion de suelos de la ciudad de
Buenos Aires y alrededores (Lavado y col. 1998) y ii) Cd suele estudiarse en
asociacion con el Zn (Chaney y col. 1994; Hart y col. 2002). Precisamente, en este
caso, para estudiar una interaccién no conocida previamente, este metal se agrupo
separado del Zn y en conjunto con Cr y Ni. Ademas también se estudiaron los metales
aplicados en forma individual.

Se utilizaron macetas de PVC de 2000 cm® perforadas en su base para
asegurar buen drenaje. Las macetas con 2 Kg de suelo cada una, se ubicaron en
invernaculo, a temperatura ambiente, en forma aleatorizada. Durante el transcurso de
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los experimentos, el nivel de humedad de cada maceta se mantuvo a 80% de
capacidad de campo mediante riego periddico con agua destilada. Una vez
comenzados los experimentos, se aplic6 mediante riego aproximadamente cada 15
dias fertilizante comercial (15:15:15). Las macetas se rotaron periédicamente.

La especie vegetal estudiada corresponde al género Pelargonium. En el Anexo
se observa que inicialmente se trabajé con tres especies del género Pelargonium y
luego se concentraron los experimentos en la especie que resulté mas tolerante a la
presencia de los metales en el suelo. Las especies estudiadas inicialmente fueron:
Pelargonium peltatum (P. peltatum), Pelargonium hortorum (P. hortorum) vy
Pelargonium graveolens (P. graveolens). Las 2 primeras especies se obtuvieron de
viveros comerciales, mientras que P. graveolens fue multiplicada a partir de material
procedente del jardin botanico de la FAUBA.

En todos los experimentos, aproximadamente 16 semanas luego del
transplante, las plantas fueron cosechadas, determinandose el peso total, peso de
raices, tallos, hojas y flores (con base en el peso seco) y las concentraciones de Cd,
Cr, Cu, Ni, Pby Zn en las fracciones de suelo y planta.

En planta se determinaron diversos indices explicados en detalle en los
capitulos correspondientes. Entre ellos, el indice de tolerancia (TIN), la tasa de
crecimiento relativo (TCR), la UR (tasa de absorcién de metales), la relacién raiz/parte
aérea y el factor de bioconcentracion (BCF).

Las muestras de suelo, se secaron al aire, se molieron y tamizaron por una
malla de 2 mm. Los metales pesados totales se extrajeron mediante digestion con
HCI-HNO; (McGrath & Cunliffe, 1985). La extraccion total de los metales en estudio se
efectud con una digestién en caliente, con una mezcla de &cidos clorhidrico y nitrico
concentrados (3:1), en una relacién suelo/extractante de 1:10. Ademas en el suelo se
determinaron metales disponibles (extracciones con DTPA y CaCL,) y se realizé el
fraccionamiento secuencial y fisico del mismo con metodologias que se explican en
detalle en los capitulos correspondientes.

En planta se determinaron los metales totales, macro y micronutrientes
mediante digestion acida en bloque digestor. Para realizar las extracciones, el tejido
vegetal fue secado en estufa durante 72 horas a 70°C, y luego molido. Posteriormente
se tomaron muestras de 1 g del material vegetal, y se realiz6 una digestion humeda
con 15 ml de una mezcla ultrapura concentrada de HNOs/HCLO, (3:1) (v:v) en bloque
digestor. Las muestras fueron luego diluidas con 5 ml de HNO; al 0,2% (Jones y Case,
1990).

La cuantificacién de los metales en suelos y en el material vegetal, se realizé
por espectroscopia de emisidn éptica por plasma acoplado inductivamente (ICP-OES).
Todos los andlisis fueron chequeados contra materiales de referencia estandar (NIST).



Figura 2.1 Foto de los tambores utilizados para
los ciclos de humedecimiento y secado de los
suelos control, nivel M y nivel A
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CAPITULO Il
Extraccion de metales de las fracciones quimicas y fisicas del suelo y
acumulacion en érganos de P. hortorum

3.1 Introduccién

Las formas de metales que se encuentran en el suelo son las determinantes de
la reactividad quimica de cada elemento y, especificamente, la disponibilidad para las
plantas (Dudka y col. 1996; Adriano, 2001). Los metales estan asociados con varios
componentes del suelo en diferentes formas, y estas asociaciones determinan sus
movilidades y disponibilidades (Ahumada y col. 1999). Por otro lado, la distribucién de
metales se estima que varia con las principales caracteristicas fisicas y quimicas del
suelo (Lacerda y col. 1993). Entre otros, los componentes que influencian la labilidad y
la toma biolégica de metales son el contenido de arcillas, pH, materia organica y
oxidos de Fe y Mn (Ma & Rao, 1997; Karczewska y col. 1998).

Es conocido que en general la biodisponibilidad de los metales pesados
decrece a medida que aumenta su tiempo de residencia en el suelo (McLaughlin,
2001). El cambio en las formas quimicas de metales pesados y su conversion a
formas menos solubles con el transcurso del tiempo han sido informados por varios
autores (Lim y col. 2002; Lu y col. 2005; Rajaie y col. 2006). En condiciones naturales,
generalmente sélo una pequefa fraccion de metales traza esta presente en formas
disponibles para las plantas (Kabata-Pendias & Pendias, 2000). Sélo en algunos
suelos naturales desarrollados a partir de rocas ricas en estos metales, y en suelos
contaminados, entre el 30 a 60 por ciento de los metales pueden estar en formas
labiles (Kuo y col. 1983; Singh y col. 1995; Karczewska y col. 1998). La disponibilidad
también depende de otros factores, entre ellos las especies vegetales (Saverbeck &
Hein, 1991; Davies, 1992; Smith, 1994a).

Se han propuesto diferentes metodologias a fin de evaluar el contenido de
metales en los suelos, que pueden agruparse en: extracciones totales, extracciones de
formas biodisponibles, extracciones secuenciales. La contaminacion de los suelos con
metales es usualmente valorada mediante determinaciones de la concentracién total
del metal. Tal es el caso de las diversas regulaciones existentes sobre contaminacién
de suelos (McLaughlin y col. 2000). El contenido total de elementos traza en los suelos
se determina mediante digestiones con acidos fuertes (Shuman 1979). Este analisis
total permite distinguir exitosamente suelos contaminados con niveles elevados de
metales de aquellos que contienen niveles considerados “normales”. Sin embargo, la
concentracion total del metal presente en el suelo no se relaciona directamente con los
efectos de toxicidad esperados para las especies vegetales sensibles, sino mas bien
una fraccion del total estaria disponible para los seres vivos, la que se ha denominado
como biodisponible (Kabata-Pendias & Pendias, 2000; Badilla y col. 2001, Ginocchio y
col. 2002).

La determinacién de formas biodisponibles involucra una Unica extraccién, cuyo
valor se correlaciona con la absorcién vegetal. Se han propuesto una amplia variedad
de extractantes, que se pueden agrupar en agentes complejantes, acidos débiles 6
diluidos y sales neutras (Haq y col 1980; Norvell, 1984). El valor obtenido se compara
con un nivel de concentracion considerado critico, que es definido como la
concentracion que produce una disminucion del 10 % de rendimiento. Una dificultad de
esta técnica es que los agentes extraen no solo las formas disponibles, sino también
extraen parcialmente las fracciones de menor disponibilidad para las raices. La
cantidad extraida depende del extractante utilizado y de las caracteristicas de los
suelos.

Publicacion derivada del capitulo: Orrofio, D. & R.S. Lavado. 2009. Distribution of extractable Heavy Metals in different
Soil Fractions. Chemical Speciation and Bioavailability 21:193-198.
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Finalmente, en las Ultimas décadas se han desarrollado procedimientos
secuenciales de extraccion a fin de discriminar las diferentes fracciones de metales
presentes en suelos. La identificacion de las formas quimicas en las cuales los
metales son retenidos en el suelo es Util para predecir su movilidad potencial, su
disponibilidad para las plantas y la cantidad de metal que pasa a través de la cadena
alimentaria (Mbila y col. 2001). Los esquemas de fraccionamiento no han sido
estandarizados y en la literatura se describen numerosos procesos que remueven
elementos traza de distintos "pools" fisicoquimicos (Tessier y col. 1979; Shuman
1979). Las fracciones habitualmente estudiadas son: soluble e intercambiable, unida a
materia organica, unida a carbonatos, unida a éxidos de hierro y manganeso, y
remanente. Las formas solubles e intercambiables se consideran méviles y disponibles
para las plantas (Li & Shuman, 1996), mientras que los metales incorporados dentro
de enrejados cristalinos y arcillas son relativamente inactivos. Las otras formas
(precipitados como carbonatos, ocluidos en Fe, Mn y 6xidos de Al, o complejados con
materia organica), pueden ser relativamente activos o firmemente unidos,
dependiendo sobre todo de la combinacion de propiedades fisicas y quimicas de cada
suelo (Lu y col. 2005). El principal objetivo del uso de estos extractantes es establecer
relaciones significativamente satisfactorias entre los niveles de elementos en las
plantas y las fracciones quimicamente extractables en los suelos (Tiller, 1989).

Las fracciones no son estables, varian a lo largo del tiempo, por influencia de
aportes de distintos insumos en los suelos (Torri & Lavado, 2002). Sin embargo se han
encontrado diferentes resultados, que se deben a que la especiaciéon depende de las
caracteristicas del suelo y de los diferentes mecanismos de adsorcion y precipitacién
predominantes en cada caso (Petruzzelli y col. 1994). Por ejemplo, varios autores
reportaron que el Zn agregado a un suelo fue encontrado principalmente en la fraccion
residual y en la fraccién integrante de la materia organica (Canet y col. 1997; Luo &
Christie, 1998; lllera y col. 2000). En contraste, Walter & Cuevas (1999) observaron
que el Zn se encontraba principalmente precipitado como carbonatos. Estos autores
también determinaron una extremadamente baja concentracién de Zn en la fraccion
intercambiable, debido al alto pH de los suelos, en concordancia con los resultados
obtenidos por lllera y col. (2000) y Chaudhuri y col. (2003). Otros estudios informaron
incrementos en el Zn intercambiable y/o Zn adsorbido a éxidos de Fe—Mn (Hseu y col.
2006).

Algunos autores (Giusti, 2001; Huang & Lin 2003) han encontrado ademas que
la contaminacion por metales pesados depende también de la composicién mineral y
el tamano de las particulas de suelos y sedimentos. La composicién granulométrica de
los suelos tiene una gran importancia en la retencién de los metales debido,
fundamentalmente, a la capacidad de adsorcion de las arcillas. En este sentido, la
separacion en tamafos de agregados (o particulas) ha sido ampliamente utilizada a fin
de distinguir “pools” de diferente calidad de materia organica y nutrientes (Christensen,
1992; Agbenin & Tiessen, 1995). De acuerdo con Sutherland y col. (2000) las
concentraciones de metales pesados se relacionan con el tamafio de particula,
aumentando a medida que disminuye el tamafio de las mismas. Para la mayor parte
de los metales, las concentraciones mas altas existen en sedimentos o suelos de
grano fino, los cuales estan compuestos principalmente de silicatos, 6xidos, y los
hidréxidos de Si, Fe y Al; niveles inferiores de metales pesados, por lo general se
encuentran en sedimentos arenosos gruesos, compuestos principalmente de cuarzo,
feldespatos, y otras sustancias (Song y col. 1999). Sin embargo, experimentos
realizados con Cd y Pb mostraron que la sorcion de estos elementos reflej6 las
diferencias en la mineralogia de las arcillas del suelo y CIC (Molisol>Ultisol>Oxisol),
pero fue contraria a la cantidad de arcilla y al area superficial especifica de estos tres
suelos (Appel & Ma, 2002).
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Por otro lado, la capacidad de absorcién y la distribuciéon de los metales dentro
de las plantas varia entre especies. Angelova y col. (2004) encontraron que la
acumulacién de Pb, Cu, Zn y Cd en lino siguié el orden: raices> tallos> hojas> flores;
en canamo, en cambio, el orden fue: flores> raices> tallos> hojas. En algodén la
abundancia de Zn y Pb fue hojas> raices> flores> tallos, diferente de la del Cu (hojas>
raices> tallos> flores). Una de las aplicaciones mas importantes del fraccionamiento
quimico es la de estimar la biodisponibilidad de los metales para diferentes tejidos de
las plantas; en este sentido algunas investigaciones encontraron correlaciones entre
determinados elementos traza en las fracciones del suelo y los contenidos de dichos
elementos en plantas. Por ejemplo, Hooda y col. (1997) informaron que las
concentraciones de metales en plantas de trigo, zanahoria y espinaca correlacionaron
bien con los tenores extraidos de la fraccion soluble del suelo. Otros autores (lyengar y
col. 1981; LeClaire y col. 1984; Sims, 1986), encontraron que las formas
intercambiables y unidas a materia organica representarian las formas disponibles
para las plantas. Sin embargo en otros estudios, no se observd ninguna correlacion vy,
por lo tanto, se aplicé un analisis de regresion multiple entre las fracciones de metales
en el suelo, el pH y la absorcién por las plantas (Sims & Kline, 1991; Davies, 1992).
Torry & Lavado (2009) trabajando con Lolium perenne L. en suelos enmendados con
biosolidos concluyeron que las fracciones mas disponibles obtenidas mediante
extraccién secuencial no fueron indicadoras de la disponibilidad de Cu y Zn para las
plantas.

Finalmente, dos grupos contrastantes de plantas se distinguen sobre la base
de su diferente habilidad para acumular metales: las plantas exclusoras, las cuales
retienen los metales pesados en el sistema radical, excluyendo practicamente la
entrada de metales a parte aérea; por otro lado, las plantas hiperacumuladoras las
cuales acumulan grandes cantidades de metales en la parte aérea sin sufrir danos
aparentes en su metabolismo (Baker, 1981).

Los objetivos de este capitulo fueron investigar en que 6rgano de la especie P.
hortorum se produce la mayor acumulaciéon de los metales, y establecer cuales son las
formas quimicas y fisicas del suelo a partir de las cuales esta especie extrae los
metales. Las hipétesis planteadas fueron que la mayor acumulacion se producira en
las raices de las plantas, aunque los restantes drganos también acumularan
cantidades importantes de metales; que la absorcién de metales por parte de P.
hortorum estard relacionada con las formas quimicas mas rapidamente disponibles en
el suelo; y finalmente que dada la alta proporcion de limo y arcilla en el suelo la
absorcién de metales por parte de Pelargonium estara relacionada con las fracciones
finas (menores a 0,002mm) y medias (0,05-0,002).

3.2 Materiales y Métodos

Teniendo como base el experimento descripto en el Anexo, se desarrollaron
otros dos experimentos en dos momentos diferentes con la especie P. hortorum
(malvén). Se utilizaron los mismos niveles de contaminacién, pero un experimento se
realizé con Cu, Zn, Pb (experimento 1), y el otro con Cd, Cr, Ni (experimento 2).

3.2.1 Determinacién de los metales en raices, tallos, hojas y flores

Después de la cosecha las plantas se lavaron con agua destilada y se secaron
en una estufa a 70°C hasta peso constante determinandose los pesos secos de
raices, tallos y hojas y flores en cada planta. Luego, estos 6rganos se molieron a polvo
fino, separadamente; a fin de determinar la concentracion de metales en los diferentes
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organos con la técnica indicada en el capitulo Il. Las concentraciones de metales en
los 6rganos de P. hortorum fueron analizados mediante ICP-OES.

3.2.2 Fraccionamiento secuencial del suelo

Se determino el contenido total de metal en el suelo mediante la técnica
indicada en el capitulo Il, y ademas se efectué el fraccionamiento secuencial del
mismo previo a la plantacién. La particién de los metales se efectué siguiendo la
metodologia de extraccién secuencial de Stover y col. (1976) modificada por McGrath
y Cegarra (1992), que utiliza 3 g de muestra seca y obtiene las fracciones indicadas en
la Figura 3.1: 1) soluble e intercambiables, Il) unida a la materia organica, Ill) asociada
a carbonatos y V) residual. Los elementos de la fraccion residual se calcularon como
la diferencia entre el contenido total en el suelo y la suma de las fracciones extraidas (I
+ Il + Ill). Todas las extracciones se realizaron en muestras duplicadas del mismo
tratamiento, y los resultados medios fueron utilizados para el andlisis posterior. En
cada extracto se determiné la concentracion de Cd, Cu, Cr, Ni, Pb y Zn, siguiendo la
técnica indicada en el Capitulo Il.

3.2.3 Fraccionamiento fisico del suelo

Las fracciones texturales del suelo se determinaron mezclando 50 g de suelo
en un vaso de precipitado con 500 ml de agua, se someti6 la mezcla a la acciéon de un
dispersor de ultrasonido (21,5 Hz y 300 mA) durante 30 minutos. La fraccién arena se
determiné mediante tamizado en humedo (0,53 um) y las fracciones arcilla y limo se
separaron por sedimentacion siguiendo el método de la Pipeta (Gee & Bauder, 1986).
Se secaron estas fracciones a baja temperatura y se determinaron en ellas las formas
totales de los metales anteriormente mencionados (Ducarior y col. 1995; Quian y col.
1996) mediante ICP-OES.

3.2.4 Correlaciones entre la concentracién de metales en los érganos de P. hortorumy
la concentracion en las fracciones quimicas y fisicas

La concentracion total de metales en las plantas se correlaciond con las
concentraciones de metales en las fracciones quimicas y fisicas del suelo a fin de
determinar la o las fracciones de donde las raices extrajeron los metales.

3.2.5 Andlisis estadistico

Se utilizé un disefo experimental completamente al azar, con 5 y 4 repeticiones por
tratamiento (experimentos 1 y 2, respectivamente). Los resultados obtenidos fueron
analizados mediante analisis de varianza (ANOVA) previa comprobacién de
homogeneidad de varianzas (test de Bartlett, p< 0,05). Cuando mediante ANOVA se
identifico alguna diferencia significativa (p< 0,05) se realizo un test de comparaciones
multiples (Tukey). La relacion entre la acumulacién de metales en los tejidos de P.
hortorumy la concentracion de los mismos en la fracciones del suelo fueron evaluadas
mediante analisis de correlacion simple (coeficientes de correlacién de Pearson) y
Stepwise.
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Figura 3.1 Esquema del protocolo seguido para la extraccion secuencial de metales.
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3.3 Resultados
3.3.1 Determinacion de los metales en raices, tallos, hojas y flores

En la Figura 3.2 se observa que en lineas generales, la acumulacion de
metales fue maxima en las raices, seguida por los tallos, hojas y, en menor medida,
flores. Las concentraciones Cd, Cr, Ni, y Pb en todos los érganos del tratamiento
control estuvieron por debajo del limite de deteccidén del equipamiento del laboratorio
utilizado. Cadmio, Cr y Ni fueron los elementos con menor translocaciéon a hojas y
flores, tanto en el tratamiento nivel M como alto. En general en tallos no se detectaron
diferencias significativas entre la concentracion media y alta para todos lo metales,
aunque la tendencia general es un aumento de concentracion en este 6rgano a
medida que aumenta el nivel de metales en el suelo. En la Figura 3.2 se muestran los
resultados de concentracién de metales en flores del experimento 2 en forma parcial,
ya que dada la escasa produccion de flores no pudo realizarse un analisis estadistico.
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Figura 3.2 Concentracién de metales en raices, tallos, hojas y flores experimentos 1y
2. Los * indican que no se pudo realizar el ANOVA por falta de repeticiones.

3.3.2 Fraccionamiento secuencial del suelo
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En el Cuadro 3.1 se observa que la concentraciéon total de metales en los
suelos enriquecidos se incremento significativamente con respecto al nivel encontrado
en el suelo control.

Cuadro 3.1 Valores promedio de metales por tratamiento en el suelo control, nivel M y
nivel A.

Concentracion total de metales (mg/kg)

Tratam. Cu Pb Zn Cd Cr Ni

Control 27,3 22,5 37,7 2,6 247 14,2
Nivel M 198,2 650,1 4142 8,6 428 1 107,5
Nivel A 509,3 1467,2 782,4 17,6 852,6 238,5

En el Cuadro 3.2 se muestra la particion secuencial de los metales en los
suelos control, nivel M y nivel A respectivamente. Los resultados obtenidos muestran
que el enriquecimiento del suelo con metales lleva a una redistribucion de estos en las
diferentes fracciones, incrementandose significativamente la concentracién de ellos en
todas las fracciones. Mientras que en el suelo control la fraccién residual es la
predominante para todos los metales estudiados, en los suelos a los que se aplicaron
los metales se observa un incremento generalizado en las fracciones mas disponibles
con respecto a la fraccion residual.
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Cuadro 3.2 Contenidos totales de metales del suelo control, nivel M y nivel A, extraido
mediante el fraccionamiento secuencial del suelo. Valores promedio * desvio
estandar.

Concentracion (mg/kg)
Metal Fraccion Control Nivel M Nivel A

Pb I 4,1+0,4 13,8+0,3  94,0+7,3
Il 3,4+0,2 19,6+2,3  94,4+41
1] 8,2+0,4 514,7+3,6 1153,3+151,8
\% 6,910,2 107,915,5 201,4+121,7
Zn I 0,910,0 223,0+10,5 459,1+7,7
Il 0,7+0,1 11,1+4,3 11,9+1,7
1 6,610,2 163,916,5 164,719,6
v 29,5+0,2  16,2+12,8 37,7+0,2
Cu I 0,5+0,1 2,50,0 20,410,3
Il 7,2+0,1 87,7¥42  207,8+1,4
1] 6,1+0,1 81,1+42 263,114
v 13,5+0,1 27,310,1 27,310,1
Cr I 0,1%0,0 1,3+0,2 1,9+0,9
Il 0,6+0,0 14,7+0,3  25,4%3,8
1] 1,1+0,1 62,5£2,9  86,6119,9
v 22,910,1 349,7+3,2 738,6+23,9
Cd I 0,2+0,0 3,1+0,2 9,1+0,3
Il 0,3+0,0 0,8+0,0 1,1+0,1
1] 0,2+0,0 1,9+0,1 5,0+0,3
v 1,8+0,1 2,6+0,1 2,620,1
Ni I 0,2+0,0 20,612,1 45,613,3
Il 0,9+0,1 26,8+1,0  42,7+17
1] 1,1£0,2 35,6£2,0  59,1£2,5
I\ 11,910,3 24,4+1,8 91,157

Fl: fraccién soluble e intercambiable; FlI: fraccion unida a materia organica; FllI:
fraccion unida a carbonatos; FIV: fraccion residual.

Cadmio, Zn y Ni fueron los elementos mas labiles, recuperados en la primera
fase de extraccién, mostrando que son potencialmente més biodisponibles; Pb y Cr
fueron los metales menos labiles, con un alto porcentaje asociado a las fracciones
unida a carbonatos y residual, respectivamente. El cobre, en cambio, mostr6 un
comportamiento intermedio presentando gran afinidad por las fracciones unida a
materia organica y unida a carbonatos (Figura 3.3).
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Figura 3.3 Contenido relativo de metales (expresado como porcentaje respecto al
total) en las cuatro fracciones del suelo control (A), nivel M (B) y nivel A (C). FI:
fraccién soluble e intercambiable; Fll: fraccién unida a materia organica; FllI: fraccion
unida a carbonatos; FIV: fraccion residual.

3.3.3 Fraccionamiento fisico del suelo

En la Figura 3.4 a y b se observa la distribucion de los metales estudiados en
las fracciones granulométricas de los suelos a los que se aplicaron los metales.
Exceptuando al Pb, el cual se encontr6 adsorbido en mayor proporcion a la fraccion
limo, los resultados muestran que, en general, los metales se asociaron principalmente
a la fraccién arcilla.
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Figura. 3.4 Concentracién de metales en diferentes fracciones granulométricas en
suelo nivel M (a) y nivel A (b).Valores promedio + desvio estandar. Letras distintas
indican diferencias significativas (p<0,05).

3.3.4 Correlaciones entre la concentracién de metales en los 6rganos de P. hortorumy
la concentracion en las fracciones quimicas y fisicas

Las correlaciones entre las concentraciones totales de metal en raices, tallos y
hojas de P. hortorum y las concentraciones de metales en las diferentes fracciones del
suelo, expresadas como los coeficientes de correlacion, se muestran en el Cuadro 3.3.
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Cuadro 3.3 Coeficientes de correlacion de Pearson (r) para las relaciones entre el
contenido de metales en los érganos de P. hortorum (mg.kg") y el contenido de
metales en las fracciones del suelo. *Significativo p< 0,05.

Fraccion
Metal | Organo Fi Fll Flll FIV
Cu Raiz 0,96* 0,90* 0,94* 0,53
Tallos 0,93* 0,98* 0,97* 0,78
Hojas 0,93* 0,99* 0,98* 0,83*
Zn Raiz 0,95* 0,72 0,68 0,52
Tallos 0,85* 0,80 0,85* 0,13
Hojas 0,95* 0,95* 0,97* 0,15
Pb Raiz 0,98* 0,98* 0,90* 0,71
Tallos 0,79* 0,83* 0,93* 0,85*
Hojas 0,93* 0,96* 0,98* 0,82*
Cr Raiz 0,76 0,87* 0,80 0,93*
Tallos 0,75 0,85* 0,75 0,94*
Hojas 0,60 0,72 0.52 0,83*
Cd Raiz 0,91* 0,98* 0,91* 0,95*
Tallos 0,89* 0,99* 0,92* 0,94*
Hojas 0,79 0,96* 0,83* 0,96*
Ni Raiz 0,97* 0,99* 0,99* 0,88*
Tallos 0,87* 0,86* 0,87* 0,66
Hojas 0,73* 0,85* 0,86* 0,55

Fl: fraccién soluble e intercambiable; FII: fraccion unida a materia organica; FllI:
fraccién unida a carbonatos; FIV: fraccién residual.

De acuerdo con el cuadro, en general la absorcion de los metales por las
plantas estuvo asociada principalmente a la fracciones soluble e intercambiable, unida
a materia organica y unida a carbonatos (P <0,05) y en menor medida con la fraccion
residual. En este Ultimo caso se encuentran Cu y Ni en hojas, Pb en tallos y hojas y Cd
y Cr en los tres 6rganos. A diferencia de los demas elementos, Cr presentd una
correlacién estadisticamente significativa especialmente con la fraccién residual y con
la fraccion unida a materia organica.

En el Cuadro 3.4 se muestran las ecuaciones de regresiéon entre el contenido
de metales en los 6rganos de P. hortorumy el contenido de metales en las fracciones

fisicas del suelo
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Cuadro 3.4 Ecuaciones de regresiébn generadas mediante Stepwise para las
relaciones entre el contenido de metales en los 6rganos de P. hortorum (mg.kg™) y el
contenido de metales en las fracciones fisicas del suelo.

Metal Ecuacion de regresion r
Cu Curaiz = -865,7+ 4,8 x arena 0,92
Cuhojas= -5,8 +0,02 x arcilla 0,98
Zn Znraiz=-6493,8 + 17,1 x arena 0,96
Znhojas=-102,6 +0,1 x arcilla 0,94
Pb Pbraiz= -385,5+ 0,4 x limo 0,95
Pbtallo= -385,6 + 0,9 x arena 0,95
Pbhojas=-7,14 + 0,02 x limo 0,93
Cr Crraiz=-9144,9+ 9,7 x arcilla + 5,2 x limo 0,99
Crtallo=-1054,9 + 1,5 x arcilla 0,96
Cd Cdraiz= 4,8+ 0,3 x arcilla 0,91
Ni Niraiz= 9,4+ 0,3 x arcilla 0,95

En el Cuadro 3.4 observamos que casi todos los metales estudiados mostraron
una correlacion significativa y positiva con el contenido de metales en las fracciones
finas del suelo (arcillas y limos); las excepciones fueron Cu y Zn en raices, y Pb en
tallos los cuales correlacionaron con el contenido de metales en la fraccién arena.

3.4 Discusion

Como tendencia general P. hortorum mostré una acumulacion creciente en sus
organos a medida que se incremento la dosis de metales en el suelo, aunque donde
se registro la mayor acumulacion fue en la raiz. Esto coincide con lo encontrado por
otros autores (Krishnaraj y col. 2000; Dan y col. 2002) en una especie de geranio
aromatico. De acuerdo con Singh y col. (2004), esta mayor acumulaciéon de metales en
las raices puede atribuirse a la formacién de complejos entre ellos y grupos sulfhidrilo
a nivel celular, lo cual resulta en menor transporte de los metales pesados a las partes
aéreas.

Por otro lado, la acumulacién de metales en la parte aérea varié con el metal
especifico en investigacion; de este modo, Cu, Pb y Zn en tallos, hojas y flores
mostraron una relacién lineal adn a altas concentraciones de metales en suelo,
indicando la mayor translocaciéon de estos elementos a las partes aéreas de las
plantas; nuestros resultados contrastan con los encontrados por MacFarlane y col.
(2003) quienes observaron una acumulacién lineal de Cu en hojas sélo a bajas
concentraciones. Por otro lado, normalmente se considera que el Pb se acumula
principalmente en las raices de las plantas, siendo muy baja la fraccion transportada
hacia la parte aérea (Blaylock y col. 1997); sin embargo nuestros datos sugieren que a
altas concentraciones de Pb en el suelo, el transporte hacia la parte aérea es elevado.
En los casos de Cd, Cr y Ni, las grandes diferencias entre la concentracion en raices y
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la concentracién en las hojas indican una importante restriccion del transporte interno
de los metales de las raices hacia los tallos y hojas verdes, indicando que el proceso
de acumulacion fue metabolicamente controlado (Schat y col. 2000; Marmiroli y col.
2005). Dicha inmovilizaciéon de metales en las células de la raiz, se relaciona con una
estrategia de exclusién indicando que esta especie se comporta como exclusora de
esos elementos. De acuerdo con Baker (1981) muchas especies toleran las elevadas
concentraciones de metales en el suelo porque restringen su absorcion y/o
translocacion hacia las hojas. Esto les permite mantener concentraciones constantes y
relativamente bajas en la biomasa aérea independientemente de la concentracion
metalica del suelo en un intervalo amplio. En la actualidad, los criterios utilizados para
considerar a una planta como hiperacumuladora varian segun el metal; de acuerdo
con Reeves & Baker (2000) las especies hiperacumuladoras son aquellas capaces de
acumular en partes aéreas >100 mg.kg™' Cd, >1000 mg.kg™ Ni, Pb, Cuy Cr, 0 >10000
mg.kg™' de Zn cuando crecen en suelos ricos en metales. Si bien en los suelos con
metales todos los metales alcanzaron concentraciones téxicas en los tejidos de las
plantas (Kabata Pendias & Pendias, 2000), nuestros datos indican las concentraciones
de Pb, Cu, Cd y Ni en P. hortorum fueron menores que estos valores; las excepciones
fueron las concentraciones de Cr en raices en el nivel M (1433,2 mg.kg") y alto
(7573,9 mg.kg™") respectivamente, y las concentraciones de Zn en raices en el nivel A
(5004,4 mg.kg™).

El grado de asociacion de los metales con las diferentes formas geoquimicas
depende ampliamente de propiedades fisico-quimicas de los suelos, tales como pH,
carbonato de calcio y contenido de materia organica (Kabata-Pendias & Pendias,
2000). En el suelo control, s6lo una pequefia proporcion de los metales se encontré en
forma intercambiable, en concordancia con lo observado por otros autores en suelos
locales (Lavado & Porcelli, 2000; Torri & Lavado, 2002). Ademas, las concentraciones
totales en este suelo estuvieron en relacién con suelos no contaminados de la zona
(Lavado y col. 2004). En cambio, en los tratamientos en los que el suelo fue
enriquecido e incubado durante 3 meses, se observd una redistribucion de los metales
hacia la fraccion intercambiable o hacia la fracciébn asociada a carbonatos,
confirmando que los metales aportados, al menos en el corto plazo, adoptan formas no
residuales. Esta mayor disponibilidad se debe en gran medida al origen antrépico de
estos elementos, ya que los metales de este origen suelen estar potencialmente mas
biodisponibles que los de origen natural (Chlopecka y col. 1996; Adriano, 2001). Es
sabido que la mayor parte de los metales de origen antropico son adsorbidos a la
superficie del suelo en formas intercambiables o rapidamente solubles y luego
lentamente con el tiempo son transformados a formas estables (McLaughlin, 2001). En
el caso especifico del Pb, su redistribucién hacia la fraccion asociada a carbonatos
coincide con lo reportado por otros autores en suelos enmendados con biosolidos
(Walter & Cuevas 1999). Cadmio, Zn y en menor proporcion Ni se encontraron
mayormente en formas solubles; en el caso especifico del Cd esto contrasta con lo
observado por otros autores (Mann & Ritchie, 1994; Tang y col. 2006) quienes
encontraron que el Cd soluble en agua es convertido en compuestos relativamente
poco solubles en cortos periodos de tiempo. La mayor afinidad de Cu con la materia
organica en comparacién con el resto de los metales, hizo que el mismo se encuentre
unido en alta proporcion a la fraccion unida a materia organica. De acuerdo a Alloway
(1995), una de las asociaciones materia organica-metal mas estrecha se da con el Cu,
lo que redunda en una fuerte disminucién de su potencial téxico, por lo que la
disponibilidad y movilidad del mismo estaria controlada por la degradacion de la
materia organica (Quia y col. 2003). Finalmente, una importante fraccion del Cr
aplicado fue encontrada en el suelo en forma insoluble. Dado que el Cr (lll) tiene un
radio i6nico (0,64 x 107"° m) similar al del Mg (0,65 x 10" m) y al del Fe trivalente
(0,65 x 10" m), es posible que el Cr (lll) pueda sustituir faciimente al Mg en los
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silicatos y al Fe** en los 6xidos de hierro (Han y col. 2001); esto explicaria en parte la
elevada proporcion de Cr en la fraccién residual.

Como fue mencionado anteriormente, las fracciones soluble en agua e
intercambiable (y a veces la fracciébn organica) son las que se consideran
generalmente como las formas relativamente disponibles para las plantas (Petruzzeli,
1989; Shuman, 1991). Nuestros resultados muestran que en general la concentracion
de metales en los érganos estuvo relacionada principalmente con las fracciones
solubles e intercambiables, unida a materia organica, unida a carbonatos y en menor
medida con la fraccion residual. Sin embargo, de acuerdo con Navas & Lindhorfer
(2003) los metales asociados a la fraccion residual no se espera que sean liberados al
ambiente en el corto plazo. Por ejemplo, Bhattacharyya y col. (2005) en plantas de
arroz enmendadas con residuos sélidos urbanos encontraron que las fracciones unida
a carbonatos y residual no correlacionaron con los contenidos de Cr en paja y granos
de arroz. De acuerdo con McGrath y col. (1997), la biodisponibilidad de los metales
para una especie vegetal depende de la propia naturaleza del elemento, de multiples
factores del suelo, asi como de la propia especie vegetal que se estudia, ya que las
plantas pueden modificar las condiciones de la rizosfera de distintas formas,
accediendo a fracciones de metales potencialmente poco disponibles. Por ejemplo, es
conocido que las raices desempenan un papel importante en la movilizacién de
nutrientes minerales y metales ya que excretan compuestos organicos de bajo peso
molecular, los cuales presentan propiedades complejantes o quelantes de iones
(Hinsinger, 1998). De acuerdo con Krishnamurti y col. (1997) los exudados organicos
de las raices pueden movilizar los metales adsorbidos a la solucién del suelo. En este
experimento no se examinaron exudados radicales. Por otro lado, cabe sefalar que
las relaciones encontradas se limitaron a regresiones lineales no contemplandose la
posibilidad de algun otro tipo de ajuste.

De acuerdo con Pickering (1980) las arcillas son uno de los mayores
componentes reactivos del suelo y son capaces de adsorber iones de metales
pesados. Nuestros resultados coinciden en que las arcillas juegan un rol importante
como reservorio de metales pesados en este suelo, ya que casi todos los elementos
se encontraron asociados mayoritariamente a las mismas. La excepcion fue el Pb, el
cual se encontré en alta proporcion adsorbido a la fraccion limo. Este comportamiento
podria atribuirse a la presencia de algunos componentes reactivos como por ejemplo
materia organica y sesquiéxidos en esa fraccién. En concordancia con los resultados
de la tesis, Varrica y col. (2003) encontraron que Pb presenté una significativa
acumulacién en las particulas gruesas del suelo. En general, el enriquecimiento
antropogénico en metales en materiales de granulometria fina se debe a su gran
superficie especifica y a las fuertes propiedades adsortivas de los minerales de arcilla
(Forstner y col. 1982). En base a los datos de textura del suelo (ver capitulo 2) y los
datos de metales en cada fraccion, junto con las ecuaciones generadas mediante el
procedimiento Stepwise fue posible inferir la importancia relativa de cada fracciéon con
respecto a su contribucién a la disponibilidad de los metales. Las fracciones limo y
arcilla mostraron los mayores contenidos totales de metales, y buenas correlaciones
con lo absorbido por las planta; sin embargo, en lo que respecta a la contribucion
relativa de diferentes tamarfios de particulas, la fraccion limo es una de las principales
responsables de la disponibilidad de los metales, principalmente debido a su
abundancia en el suelo. Nuestros resultados concuerdan con lo planteado por Herut y
col. (1993) y Szefer y col. (1995) quienes sugirieron que las fracciones granulométricas
finas pueden encontrarse altamente enriquecidas en varios metales traza mientras que
las fracciones de granulometria gruesa muestran menor afinidad hacia la acumulacion
de los mismos; de este modo, los suelos arenosos contienen menores
concentraciones de metales pesados que los suelos arcillosos (Ross, 1994).
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3.5 Conclusiones

Nuestros resultados muestran que P. hortorum acumul6 una alta proporcion de
los metales en raices, siendo menor la acumulacién en tallos, hojas y flores (tallos>
hojas > flores). Los resultados obtenidos mediante extraccién secuencial mostraron
que en el suelo control la fraccién residual fue la predominante para todos los metales
estudiados, mientras que en los suelos contaminados se observo un incremento en las
fracciones mas disponibles, confirmando que los metales aportados, al menos en el
corto plazo, adoptaron formas no residuales. La absorcion de casi todos los metales
estuvo principalmente relacionada con fracciones soluble e intercambiable, unida a
materia organica, y unida a carbonatos, siendo éstas fracciones las que mas
contribuyeron a la biodisponibilidad de estos metales. El Cr y otros metales registraron
una correlacion significativa con la fraccién residual. Estos Ultimos resultados
contrastan con los que presenta la literatura y pueden ser objeto de varias
interpretaciones (errores de la metodologia de secuenciacién, procesos de adsorcién
y/o cristalizacion incompletos, la influencia de exudados radicales etc). Finalmente,
excepto en el caso de Pb, los resultados del fraccionamiento fisico del suelo mostraron
que los metales se asociaron principalmente a la fraccion arcilla, siendo las fracciones
finas (arcilla+limos) las que mas contribuyeron a la absorcién.

La hipotesis 3.1 es aceptada ya que en base a los resultados obtenidos, la
mayor acumulacion se produjo en las raices de las plantas seguidas por tallos, hojas y
flores. La hipdtesis 3.2 es rechazada; la absorcion de los metales pareceria estar
relacionada con fracciones soluble e intercambiable, unida a materia organica, y unida
a carbonatos, siendo éstas las fracciones que mas contribuyeron a la biodisponibilidad
de estos metales y solo en el caso especifico del Cr y otros metales también con la
fraccion residual. La hipdtesis 3.3 es aceptada ya que la absorcion de casi todos los
metales por parte del cultivo correlacioné con los contenidos totales encontrados en
las fracciones finas (menores a 0,002mm) y medias (0,05-0,002).



CAPITULO IV
Extraccion de metales desde la rizosfera y el volumen del suelo e interacciones
entre metales

4.1 Introduccioén

La importancia de la rizosfera en la nutricién de las plantas es conocida desde
comienzos del siglo XX (Hinsinger y col. 2003). La rizosfera, definida como la masa de
suelo que rodea las raices (Merckx y col. 1986a; Hinsinger, 1998), presenta
caracteristicas muy diferentes a las que posee el volumen de suelo. Esto es el
resultado de la accion de raices y la colonizacién por microorganismos (Chairidchai &
Ritchie, 1992). Entre la rizosfera y el volumen de suelo, existen diferencias en los
valores de pH (Marschner & Rémheld, 1983), en las concentraciones de Ca, Mgy Ky
en las concentraciones de compuestos solubles organicos (Merckx y col. 1986b).

La rizosfera, como consecuencia de la actividad radical, regula la acidez del
suelo (Hinsinger, 2003). Este mecanismo de acidificacién de la rizosfera, es debido a
la extrusion de protones desde las raices (Crowley y col. 1991). A fin de mantener la
neutralidad eléctrica, las raices liberan protones cuando toman mas cationes que
aniones, y toman protones cuando sucede lo contrario (Hinsinger y col. 2003). Por lo
tanto, las raices son responsables de cambios sustanciales en el pH de la rizosfera,
como resultado de las tasas de absorcién diferencial de cationes y aniones (Haynes,
1990). Por otro lado, algunos microorganismos pueden excretar compuestos organicos
los cuales incrementan la biodisponibilidad y facilitan la absorcion radical de metales
esenciales, como Fe (Crowley y col. 1991) o téxicos como Cd (Salt y col. 1995). Los
microorganismos del suelo pueden influenciar directamente la solubilidad de los
metales por alteraciéon de sus propiedades quimicas. Por ejemplo, se demostré6 que
una raza de Pseudomonas maltophilia puede reducir la movilidad y toxicidad del Cr
(V1) (téxico y movil) a Cr (lll) (menos téxico e inmévil), minimizando también la
disponibilidad de otros iones como Cd**, Hg?+ y Pb** (Blake y col. 1993).

La rizosfera también tiene una influencia substancial sobre la disponibilidad o la
solubilidad de nutrientes como el fésforo, asi como sobre la disponibilidad de metales
pesados (Marschner y col. 1986). Las plantas han desarrollado mecanismos
especializados que incrementan la concentracion de iones metalicos en la solucion del
suelo, por ejemplo, alterando el ambiente de la rizosfera, como se comenté
previamente, y estimulando la desorcion de iones desde la fase sélida del suelo hacia
la solucién. Varios estudios indicarian que existe una mayor concentracion de las
formas disponibles de metales pesados en la rizosfera con respecto al volumen de
suelo; por ejemplo, Keller & Roemer (2001) y Wang y col. (2002) encontraron que
existe una mayor concentracién de Cr, Ni, Zn, Cu, Pb y Cd intercambiable y unido a
carbonatos en la rizosfera respecto al volumen de suelo. Por otro lado, algunas plantas
pueden regular la solubilidad de los metales en la rizosfera mediante el exudado de
varios de compuestos organicos a partir de las raices; de este modo, los exudados
radicales complejan los iones metélicos manteniéndolos disponibles en solucién desde
donde son tomados por las raices (Romheld & Marchner, 1986). Por ejemplo, a partir
de las investigaciones de Takagi y col. (1984) se conoce que muchas especies de
gramineas exudan compuestos organicos conocidos como sideréforos, capaces de
aumentar la disponibilidad de Fe y otros elementos en el suelo y su absorcién por las
raices. Ademas, se ha demostrado que algunas especies de plantas toleran metales
en la rizosfera, mediante un mecanismo que involucra la exudaciéon de los acidos
citrico y malico (Larsen y col. 1998). Estos acidos organicos quelan Al**, el cual es
altamente fitotoxico, formando con él un complejo significativamente menos téxico (Ma
y col. 2001; Pineros y col. 2002).
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Por otro lado, es conocido que cuando una planta es expuesta a mas de un
metal pesado, pueden ocurrir interacciones entre los mismos tanto en la superficie de
la raiz, afectando su absorcién, como dentro de la planta, afectando su translocacion y
toxicidad (Pahlsson, 1989). Al presente, se han desarrollado varios modelos con el fin
de predecir teéricamente el efecto interactivo esperado de los metales. Uno de estos
modelos se basa en la teoria de probabilidades (Tsiridis y col. 2006). Si tomamos P
como la tasa de inhibicién causada por cierta concentracién del metal 1 y P, la tasa de
inhibicién causada por cierta concentracion del metal 2, entonces la tasa de inhibicion
aditiva esperada tedéricamente, cuando las mismas concentraciones de los 2 metales
son aplicadas juntas, estara dada por la siguiente ecuacion:

(1)
Pl ) P2

P(E)=P, +P, - 00

Se plantea que cuando los valores observados sean mayores 0 menores que
los teodricamente predichos, se consideran efectos sinérgicos y antagoénicos
respectivamente (Tsiridis y col. 2006).

Béasicamente, cuando dos 0 mas elementos coexisten en el suelo, la absorcién
de los mismos por parte de la planta esta sujeta a efectos antagénicos, aditivos o
sinérgicos que ejercen unos sobre otros (Ernst & Nelissen, 2000). Por ejemplo, Cd,
Cu, Pb y Zn muestran una amplia gama de interacciones; Algunas de estas
interacciones son antagonicas (Zn con Cu y Cd), mientras que otras son sinérgicas
(Cd y Zn en la superficie de la raiz, Pb con Cd dentro de la planta) (Kabata-Pendias &
Pendias, 2000). Varios estudios han mostrado interacciones entre la acumulacioén de
Cd y Zn y en la mayor parte de los casos se reportaron efectos antagénicos
(McLaughlin & Singh, 1999). Ramos y col (2002) estudiaron las interacciones entre Cd
y varios micronutrientes en plantas de lechuga (Lactuca Sp) creciendo en solucién
nutritiva suplementada con Cd; ellos encontraron que las plantas creciendo en
hidroponia incrementaron la acumulacién de Mn en sus partes aéreas, pero redujeron
la acumulacién de Cu en comparacion con las plantas control. Lorenz y col. (1997),
trabajando con plantas de arveja en suelos con larga historia de contaminacién por
metales, observaron que las concentraciones de Cd en planta correlacionaron mejor
con la concentraciéon de Cd en la solucion de la rizosfera. La absorcion de Zn, en
cambio, parecié ser afectada ademas por otros factores, incluyendo la diferente
solubilidad del Zn en los suelos estudiados y, posiblemente, la habilidad de las plantas
para controlar la absorcién de Zn. Sin embargo, en este estudio, no hubo efectos
aparentes de interacciones de los iones en solucion (Ca, K, Mg, Mn, Cd) sobre la
absorcion de Zn.

Finalmente, la concentraciéon de metales en la solucién del suelo es un factor
importante que regula la absorcion de nutrientes y metales pesados por las plantas
(Smith, 1994b; Cances y col. 2003). La determinaciéon de metales biodisponibles
permite una mejor prediccién general del riesgo de absorcion de metales por las
plantas y su movilidad en el sistema (Pueyo y col. 2004). Se ha comprobado que
soluciones de sales no tamponantes, como CaCl,, (Eriksson, 1990) correlacionan
directamente con la absorcioén por las plantas (Novozamsky y col. 1993; Hooda y col.
1997) y dan una aproximacién del metal en solucién, mas el metal facilmente
intercambiable. En particular, el CaCl,, no interfiere con el pH natural del suelo, es no
destructivo para la mayor parte de los minerales del mismo, y provee cationes que se
intercambian con el metal testeado (Andrewes y col. 1996; Houba y col. 1996).

Los objetivos del capitulo fueron evaluar la relacién entre los metales
acumulados en plantas de Pelargonium sp y los metales provenientes de la rizosfera o
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del volumen de suelo, y ademas evaluar la diferencia en la absorcion de cada
elemento solo o en conjunto con otros. Las hipétesis fueron que la absorcion de
metales se vincula principalmente con la rizosfera, aunque el aporte del volumen del
suelo varia segun el elemento que se considere, y que la diferencia o similitud en la
absorcién entre los elementos solos o en conjunto con otros se relaciona con
relaciones antagoénicas/sinérgicas entre los mismos.

4.2 Materiales y métodos

Se realizd un nuevo experimento con la especie P. hortorum (malvén). En este
experimento previo al agregado de los metales se le anadié un 20% de arena al suelo
control a fin de mejorar la porosidad y asegurar la infiltracion del agua. Los metales
utilizados fueron Cd, Cr, Cu, Ni, Pb y Zn y los tratamientos con metales consistieron en
diferentes combinaciones de los mismos: aplicacién individual (un metal), ternaria (tres
metales) y multiple (6 metales). La aplicacion en forma ternaria y mdltiple de los
metales se realizd al nivel M y nivel A, con los mismos niveles utilizados en los
capitulos previos; en el caso de la aplicacién individual, se utilizé el nivel A Gnicamente
(Cuadro 4.1). El disefio experimental utilizado fue completamente al azar con 13
tratamientos. Los tratamientos se numeraron del 0 al 12, correspondiendo TO el
tratamiento control y T12 el tratamiento Zn, nivel A. En el caso de la aplicacion
individual, los tratamientos contaron con 2 repeticiones. En el caso de la aplicacion
multiple de metales se trabajé con 3 repeticiones por tratamiento.

Tratamientos

TO= control, no contaminado; T7= Cd nivel A;
T1= 6 metales nivel M; T8= Cr nivel A;
T2= 6 metales nivel A; T9= Cu nivel A;
T3= 3 metales (Cu, Pb, Zn) nivel M; T10= Pb nivel A;
T4= 3 metales (Cu, Pb, Zn) nivel A; T11= Ni nivel A;
T5= 3 metales (Cr, Cd, Ni) nivel M; T12= Zn nivel A;
T6= 3 metales (Cr, Cd, Ni) nivel A;

Cuadro 4.1 Concentracion de metales por tratamiento luego del agregado de las sales
solubles. Promedio * desvio estandar.

Metales totales por tratamiento (mg/kg)

Tratamientos Cd Cr Cu Pb Ni Zn

TO 1,1+0,0* 9,9+1,3* 10,8+0,1* 26,9+2 5% 6,3+1,3* 35,9+0,1*
T1 9,4+0,4  355,2465,2 153,7#26,0 537,2%5,1 82,5+18,4 438,0+102,1
T2 15,2+3,9 643,5+151,6 271,64456  860+199,2 138,5+44,3 737,6+230,9
T3 176,4+22,3  580,9+50,8 470,5164,8
T4 292,2+40,7 961,7+105,6 806,0+27,6
T5 9,1+0,1 326,2+53,0 87,9+6,9
T6 21,9+0,7 747,9+53,5 164,4+2 5

T7-12 16,1£0,0 580,4+100,4 316,3x12,2 1129,0+x131,3 140,8x7,6 714,7x107,2

*Concentracién original del suelo control
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Para el crecimiento de las plantas se utilizaron “Rizopots”, basados en el
trabajo de Silva Gonzaga y col. (2006). Cada “Rizopot” consistié en la maceta de 16
cm de alto x 14,5 cm de diametro y una malla plastica (1mmx1mm) de 10 cm de alto x
7,5 cm de diametro colocada en el centro, que separd el suelo rizosférico del no
rizosférico (Figuras 4.1 y 4.2). De este modo, el crecimiento de la raiz quedd limitado
al compartimiento central (500 g de suelo). En cada “Rizopot” fueron transplantadas
plantas de tamafo homogéneo que crecieron en invernaculo por aproximadamente
120 dias. Durante este periodo, las plantas fueron regadas a fin de mantenerlas a 80%
de capacidad de campo.

Suelo
rizosferico
Suelo no
rizosferico [&—
»| Malla
plastica
Maceta |———

Figura 4.1 Esquema del “Rizopot”.

Mallas plasticas Colocacién de la malla Rizopot
utilizadas para separar el plastica dentro de la
suelo rizosferico del maceta

suelo no rizosferico

Figura 4.2 Fotos del “Rizopot”.

4.2.1 Determinacién de peso seco por 6rgano y por tratamiento

Las plantas fueron lavadas después de la cosecha y secadas, tal como se
indica en el capitulo Il; luego se determind el peso seco total por planta, peso seco
aéreo (tallo, hojas y flores) y radical.



35

4.2.2 Determinacién de pH, CE y metales disponibles en el SR y SNR

Luego de la cosecha, se tomaron muestras del suelo rizosferico (SR) y del
volumen de suelo o suelo no rizosferico (SNR). Se defini6 como SR a aquel que se
encontraba dentro de la malla plastica luego de cosechadas las plantas, y el mismo
fue tamizado a fin de separar restos de raices que puedan haber quedado durante la
cosecha. En el SRy SNR se evalué pH y CE (relacion 1:2,5 suelo/agua) con la técnica
indicada en el capitulo Il. Por otro lado en ambos suelos se evaluaron metales
solubles, para lo cual se aplicé el método del cloruro de calcio (CaCl,) (Novozamski y
col. 1993). Luego de agitar 3 de suelo en 30 ml de solucion 0,1 M de CaCl, en agitador
mecanico durante 16 hs a temperatura ambiente, los extractos fueron separados del
residuo solido por centrifugacion a 4600xg durante 30 minutos. En dichos extractos se
determinaron los seis metales por ICP-OES.

4.2.3 Concentracion de metales en raices, tallos, hojas y flores de P.hortorum y
correlaciones

La concentracion de metales por 6rgano se realizé previo molido de las
muestras por medio de la técnica explicada en el capitulo Il. Ademas se realizd un
andlisis de correlacién simple a fin de evaluar la relacion entre disponibilidad de
metales en ambos suelos y absorcién por las plantas.

4.2.4 Andlisis estadistico

Los datos de peso seco se analizaron a través de ANOVA de una via y las
diferencias entre medias se compararon a través del test de Tukey (p < 0,05). Se
omitieron en el ANOVA los datos de las aplicaciones individuales de metales dada la
variabilidad presentada y la muerte prematura de algunas plantas (una planta del
tratamiento T7 y una del tratamiento T8); por este motivo sblo se presentan
tendencias. Cuando los datos no se distribuyeron normalmente, se realizaron
transformaciones logaritmicas. El andlisis estadistico de los datos correspondientes al
suelo se realizd utilizando el programa SAS versién 8.2. Se utilizé el procedimiento
PROC MIXED para andlisis de varianza univariado a fin de determinar los efectos de
la rizosfera, pH y CE sobre la disponibilidad de los metales. Se analizé la significancia
de los factores principales (tratamientos y suelos) y sus interacciones. En el caso de
no determinarse una interaccién significativa se realizé un andlisis de efectos simples.
Los datos de concentracion de metales en planta fueron sometidos a ANOVA de una
via, previa transformacién logaritmica, y las comparaciones entre medias fueron
realizadas utilizando el Test de Tukey (p < 0,05). Finalmente, se realizé un analisis de
correlacién simple empleando el coeficiente de correlacion de Pearson a fin de evaluar
la relacién entre disponibilidad de metales en los suelos y la absorcion de metales por
las plantas.
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4.3 Resultados
4.3.1 Determinacion de peso seco por érgano y por tratamiento

En la Figura 4.3 se puede observar que el peso seco de raices, tallos, hojas y
flores a cosecha fue significativamente influenciado por algunos tratamientos; la
exposicion a varios de los metales causé una disminucion significativa en la biomasa
aérea, resultando especialmente afectados el peso seco de hojas y flores.

O Raices O Tallos ¥ Hojas B Flores

Peso seco (g)

o

TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 Ti11 T12

Tratamientos

Figura 4.3 Peso seco promedio t desvio estandar de raices, tallos, hojas y flores.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos p<0,05. En el
caso de contaminacién simple solo se muestran tendencias.

Para el caso de los metales aplicados en forma individual, el peso aéreo y
radical (Figura 4.3) fueron menores al control para los tratamientos T7, T8 y T12,
siendo especialmente afectados en el caso de Cr (T8) la produccién de hojas vy flores;
en el caso de la contaminacion ternaria y multiple el peso aéreo y radical fueron
menores al control en los tratamientos T1, T2, T3, y T4, resultando muy afectada la
produccion de hojas flores en el T2. Cabe destacar que las aplicaciones mdltiples y
ternarias resultaron en menor produccién de flores respecto a la aplicacién individual.

4.3.2 Determinacién de pH, CE y metales disponibles en el SR y SNR

El Cuadro 4.2 muestra la variacién del pH y conductividad eléctrica (CE) del
suelo por tratamiento, luego de la cosecha de las plantas. El pH del SR vari6 entre
4,50 y 7,00, mientras que el del suelo SNR varié entre 4,60 y 6,70, con diferencias de
0,1-0,5 unidades de pH. Se registro una interaccion significativa entre el factor
tratamiento y el factor suelo en los tratamientos T1, T2, T5 y T12, pero s6lo en el T5 el
pH fue menor en el SR con respecto al SNR. Por otro lado, la CE de de varios de los
tratamientos fue superior a la CE del tratamiento control. Los valores variaron entre 0,2
a 1,1 dS/ m para el suelo SRy 0,4 a 3,2 dS / m para el suelo NR. Se registro una
interaccion significativa entre el factor tratamiento y el factor suelo en los tratamientos
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en los casos de los tratamientos T1, T2 y T4 siendo los valores de CE
significativamente mas bajos en el suelo SR en comparacion con el suelo SNR.

Cuadro 4.2 pH y CE del SR y SNR en funciéon de los tratamientos. Valores promedio +
desvio estandar. Los - indican diferencias significativas (p<0,05).

Tratam. pH CE (ds.m-1)
SR | SNR SR | SNR

TO 540,14  58+0,19 | 0,2+0,02  0,4+0,06
T1 5,2*+0,01  4,7°0,04 | 0,3*+0,00 1,9*+0,45
T2 5,1*+0,35 4,6*+0,07 | 0,4*+0,10 3,2*+1,06
T3 4,5+0,06  4,6+0,10 | 1,1%0,03  1,7+0,36
T4 4,620,17  4,6%0,14 | 0,7*#0,18 3,2*+0,49
T5 5,5*+0,18 5,8*+0,12 | 0,4+0,15  0,30,13
T6 570,15  5,6+0,37 | 0,4%0,12  0,8+0,58
T7 6,6+0,06  6,5+0,01 | 0,3%0,03  0,4+0,05
T8 7,080,15  6,7+0,04 | 0,2+0,09  0,8+0,41

T9 6,5+0,02  6,3+0,08 | 0,9+0,22  0,9+0,01

T10 6,3+0,08  6,4+0,08 | 0,9+0,39  1,3+0,14
T11 6,6+0,04  6,6+0,04 | 0,7+0,3  0,6+0,10
T12 6,6+0,02 6,2*+0,01 | 0,5+0,15 1,10,34

En la Figura 4.4 se observan las concentraciones de los metales disponibles
CaCl, en el suelo SR y SNR. Para algunos tratamientos (T2 y T4), la concentracién de
metales pesados disponibles en el SR fue significativamente diferente al SNR. Se
registrd una interaccion significativa entre los factores tratamiento y suelo para Cd y Ni
en el T2 y para Zn en los tratamientos 2 y 4 (Figura 4.3, A, D y F), lo que indicaria que
la disponibilidad varié en funcién de estos 2 factores. En consecuencia, no fue posible
evaluar los factores "tratamiento" y "suelo" por separado. Por otro lado, el factor
tratamiento fue significativo para Cr, Cu y Pb, mientras que factor suelo no resulté
estadisticamente significativo (Figura 4.3 B, C y E). Cabe sefalar que si bien se
registraron cambios en el pH de algunos de los tratamientos luego del agregado de los
metales, estos cambios no correlacionaron con la disponibilidad de los elementos,
excepto en el caso de Cr, el cual mostré una relacion positiva estadisticamente
significativa (y= 4,3-22,1 con un r°= 0.65).



38

m SR OSNR

bb

Cd (mg/kg)
Cr (mg/kg)

120
100
80
60
40
20

Cu (mg/kg)
Ni (ppm)

5 T6 T11

800
a 700
600
500
400
300

10 | b 200
5 cd CcC 100
0| dd cdﬁ%dh |

T0 T1 T2 T3 T4 T10 T0 T T2 T3 T4  T12

35 -
30 a
25 -
20 -
15 ¢

cde
de

Pb (mg/kg)
Zn (mg/kg)

Figura 4.4 Concentraciones de metales disponibles (extracciéon con CaCl,) en el suelo
SR y SNR en funciéon de los tratamientos. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos p<0,05.

4.3.3 Concentracion de metales en raices, tallos, hojas y flores de P. hortorum y
correlaciones

La Figura 4.5 presenta la distribucién de metales los metales en los tejidos del
P. hortorum. Las concentraciones de Cd, Ni y Pb (Figura 3 A, D y E) en el tratamiento
TO, estuvieron por debajo del limite de deteccion en planta. Las concentraciones de
todos los metales en los demas tratamientos fueron mayores en el nivel A en
comparacion al nivel M, sobre todo para raices y tallos. La concentracion de metales a
cosecha varié en funcion de los tratamientos y el 6rgano especifico considerado; en
general, las mayores concentraciones fueron observadas en las raices, intermedias en
los tallos, inferiores en hojas (Figura 4.5) y alin mas bajas en las flores (Cuadro 4.3).
Este orden general de acumulacion varié para Cd, Ni y Zn en el tratamiento 2; estos
elementos presentaron gran translocacion a tallos, llegando a alcanzar valores algo
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superiores a los de la raiz. En los tratamientos donde se aplico los metales en forma
individual, se registr6 menor acumulacion en planta; la excepcion fue Cr, ya que su
concentracién en planta fue mayor cuando se anadié sélo.
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Figura 4.5 Distribucion de metales en raices, tallos y hojas de P. hortorum en funcion
de los tratamientos. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos p=<0,05.

En el Cuadro 4.3 se observa de la concentracién de metales en flores de P.
hortorum a cosecha y en el Cuadro 4.4 la concentraciéon de metales en flores y hojas
senescentes. En general la concentracién de metales en flores a cosecha (Cuadro 4.3)
fue relativamente baja comparada con los otros érganos, presentandose los valores
mas altos en el caso de Zn para todos los tratamientos. Solo se muestran tendencias
ya que no pudo realizarse el andlisis estadistico de estos datos debido a la falta de
repeticiones en algunos tratamientos.



40

Cuadro 4.3 Concentracion + desvié estandar de la concentracién de metales en flores
de P. hortorum a cosecha; los - indican sin repeticion. ND (no detectado) y LD (valor
del limite de deteccidn).

Concentracion de metales en flores (mg/kg)

Tratam. Cd Cr Cu Pb Ni Zn

TO ND (LD=0,.2) 2,8+0,4 4,0+0,6 ND (LD=4,0) ND (LD=2,0) 57,616,0
T1 3,2+2,3 16,3+16,5 14,617,6 15,3+15,1 70,6+27,4 283,7+146,5
T2 sin flores sin flores sin flores sin flores sin flores sin flores
T3 11,3+1,1 16,612,9 677,6148,8
T4 53,8* 76,9* 869,2*
T5 4,742,7 16,5+11,4 31,7+16,9
T6 1,2+0,5 20,6%8,9 19,845,8

T7-12 3,4* sin flores 17,3+13,3 12,7+4,3 43,5+16,1 423,1+7,7

Cuadro 4.4 Concentracion + desvid estdndar de metales en flores y hojas
senescentes de P. hortorum; los - indican sin repeticién. ND (no detectado) y LD (valor
del limite de deteccidn).

Concentracion de metales en hojas y flores senescentes (mg/kg)

Tratam. Organo Cd Cr Cu Pb Ni Zn
TO Hojas  ND (LD=0,2) 6,0+2,1 5,9+0,2 ND (LD=4,0) 3,0+1,0 18,3+7,2
Flores 0.4 8.6 49+15 ND (LD=4,0) 4,5+1,8 29,849,5
T1 Hojas 8,7+7,2 50,2+22,6 19,2+10,6 52,8+28,3 225,1+220,3 647,0+618,0
Flores 4,1+4.9 18,815,1 10,3+2,2 15,1£10,3 66,0£52,3 363,41389,7
T2 Hojas 43,4+32,4 72,8+34,2 39,7422,7 84,5447, 7 490,7+392,8 2952,9+2347 1
Flores ND (LD=0,2) ND (LD=2,0) ND (LD=2,0) ND (LD=4,0) 68.8 68.8
T3 Hojas 12,645,4 24,9+14,2 888,74+914,7
Flores 131144 48.1 432.7
T4 Hojas 26,11£20,0 81,3+45,9 1340,04622,7
Flores 23,3%£16,9 36,4+39,5 616,01£556,4
T5 Hojas 1,440,9 36,4+34,3 22,346,0
Flores 1.8 7,514 8,425
T6 Hojas 2,6+1,1 97,9472,3 28,1+16,4
Flores 1.0 13,8+12,7 14,9125
T7-T12 Hojas 1,741,2 374,1+488,5 15,4+7,9 52,7+40,8 11,5¢2,4 352,7+249,1
Flores sin flores sin flores 12,7£0,9 11,942,6 10,7£1,9 154,5£11,7

Las hojas y flores senescentes recolectadas durante el transcurso del
experimento (Cuadro 4.4) mostraron una gran variabilidad entre tratamientos; si bien
no se realizé el ANOVA de estos datos, debido a la variabilidad y falta de repeticiones
para algunos tratamientos, aparentemente no presentaron diferencias con las
concentraciones en hojas verdes, registradas a cosecha.

En el Cuadro 4.5 se presentan los coeficientes de correlacion entre los metales
disponibles y la acumulacién en raices, tallos y hojas del P. hortorum. En general, se
obtuvieron correlaciones significativas y una estrecha relacién con el contenido de
metales en ambos suelos. Las excepciones fueron Cd, Cu y Zn en algunos érganos de
la planta.
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Cuadro 4.5 Coeficientes de correlacion de Pearson de las relaciones entre los metales
disponibles en SR y SNR y lo acumulado en las plantas. Los - indican correlacién
significativa.

Metales disponibles extraidos con CaCl,
SR SNR
Cd Cr Cu Pb N 2Zn Cd Cr Cu Pb Ni Zn

Raices 0,08 0,98* 0,71 0,83 0,94 0,96 0,89* 0,99* 0,97* 0,81* 0,97 0,96*

Tallos -0,23 0,99* 0,32 0,91* 0,83* 0,6 0,72 0,99* -0,19 0,91* 0,92* 0,74

Hojas -0,15 0,99* 0,89* 0,88* 0,95* 0,83* 0,73 0,99* 0,77 0,90 0,99* 0,81

Figura 4.6 Fotos generales del experimento completo.



Foto 4.7 Fotos de los diferentes tratamientos.
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Figura A: Control vs. aplicacién multiple

Figura B: Control vs. aplicacion ternaria
(Pb, Zn, Cu)

Figura C: Control vs. aplicacion ternaria
(Cr, Cd, Ni)

Figura D: aplicacion individual

Figura E: aplicacion individual
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4.4 Discusion

Es conocido que un exceso de metales pesados en el medio ambiente puede
afectar negativamente el crecimiento, desarrollo y reproduccién de las plantas (Brun y
col. 2003; Kim y col. 2003; Ryser & Sauder, 2006). Nuestros resultados presentados
en el Capitulo Ill reafirman esa indicacién. En este capitulo, los resultados obtenidos
también muestran que el peso de raices, tallos, hojas y flores a cosecha fueron
significativamente menores al control en varios de los tratamientos. Se registraron, sin
embargo, para varios tratamientos efectos sinérgicos como antagénicos sobre el
crecimiento de la plantas. En este sentido, Cr se comporto como el mas toxico de los
metales cuando se aplico en forma individual; el mismo es conocido por los dafnos que
causa en raices (Zou y col. 2006) y membranas, induciendo clorosis, necrosis y
retraso en el crecimiento de las plantas (Sharma y col. 2003). En contraste, Ni se
comportd como el elemento menos toéxico presentando valores de peso seco
semejantes al control; este resultado difiere de lo informado por otros autores, ya que
el Ni produce sintomas como retraso del crecimiento, clorosis de las hojas (Seregin &
Kozhevnikova, 2006) y disminucion del nimero de flores y frutos (Balaguer y col.
1998). Excepto en el caso de Cr, las aplicaciones multiples de metales mostraron un
efecto sinérgico respecto al agregado individual de los mismos, reduciendo
significativamente el crecimiento de las plantas. Esto concuerda con resultados de
Symeonidis & Karataglis (1992) quienes encontraron que la aplicacién simultanea de
Pb, Cd y Zn ejercié un efecto sinérgico, reduciendo significativamente el crecimiento
de raices de Holcus lanatus L. Los tratamientos T1 y T3 ejercieron efectos semejantes
en el crecimiento, no mostrando interaccion entre metales. En cambio, los tratamientos
T5 y T6 mostraron menor inhibiciéon del crecimiento en combinaciéon que cuando se
aplico el mas toéxico de los metales (Cr) sélo. El hecho anterior sugiere que el efecto
toxico del metal mas fitotéxico (Cr) es atenuado en presencia de Cd y Ni; es decir,
existiria un efecto antagénico en el que la toxicidad es reducida.

Nuestros resultados muestran que en general el pH de la rizosfera no vario
significativamente respecto al pH del SNR; incluso en algunos tratamientos el pH del
SNR fue mas acido que el del SR, lo que sugiere que la acidificaciéon de la rizosfera,
no opero en la disponibilidad de los metales. De acuerdo con Bravin y col. (2009 a y b)
el aumento en el pH del suelo alrededor de las raices, actuaria reduciendo la
disponibilidad de elementos traza toxicos, y seria una manera de reducir la exposicién
de las plantas a los mismos. En este sentido, otros autores (Bernal & McGrath, 1994;
Bernal y col. 1994), sugirieron que el mecanismo de solubilizacién de metales en
plantas hiperacumuladoras no involucra la acidificacion de la rizosfera. La
conductividad eléctrica, la cual es una medida de las sales disueltas, fue
significativamente menor en el SR para los tratamientos T1, T2 y T4 con respecto al
SNR. Este resultado podria ser resultado de la absorcién por parte de las raices de los
aniones de las sales de los metales pesados (fendbmeno no cuantificado en la presente
tesis). En ningun caso los valores de CE excedieron los limites de tolerancia en
plantas sensibles.

De acuerdo con Krishnamurti (1999) la biodisponibilidad de los metales
pesados depende de su concentracion en la solucién edéfica y de la liberacion de los
iones de metales de la fase sélida del suelo. Las plantas fueron capaces de reducir la
fraccion labil de Cd y Ni en el T2, y Zn en los tratamientos T2 y T4 en el SR en
comparacion con el suelo SNR. Hinsinger (1998) explic6 el agotamiento o el
enriquecimiento de la rizosfera por la capacidad del suelo para reponer las formas mas
solubles de metales en esa zona. Por lo tanto, es razonable suponer que la absorcion
de estos metales en aplicacion mdultiple (Cd y Ni) fue mayor que la oferta por difusion
desde el SNR. Otros autores (Lorenz y col. 1997) también encontraron que las
concentraciones de Cd y Zn decrecieron en la solucion del suelo durante el
crecimiento de plantas de rabano. En contraste con lo anterior, Cr, Cu y Pb, tuvieron la
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misma disponibilidad tanto en el SR como en SNR, mostrando diferentes situaciones:
Cr se encontré mas disponible en el T8, Cu en los T2 y T4, y Pb en los tratamientos T3
y T4. La disponibilidad del Cr se incrementé cuando fue agregado sélo y disminuyé
cuando se aplicd con otros metales. Bajo nuestras condiciones experimentales, la gran
disponibilidad del Cr podria explicarse por el pH neutro del suelo cuando este
elemento se encuentra sélo; el cromo hexavalente es un anién, y su absorcion
disminuye a medida que se incrementa el pH del suelo (Guertin y col. 2004). Vale
destacar que Unicamente para este elemento se registr6 una correlacién
estadisticamente significativa entre pH y disponibilidad. A diferencia de Cr, la
disponibilidad del Cu tendié a aumentar cuando se agreg6 sélo, o en combinacién con
los otros cinco metales pesados. Por lo tanto es posible que la disponibilidad de este
elemento este relacionada con el nivel de Cu aplicado al suelo, y no vinculado a
interacciones con los otros metales. En general, dado que el Cu presenta gran mayor
afinidad por la materia organica del suelo (ver capitulo Ill) parece posible que a altas
concentraciones del mismo en el suelo se saturen los sitios de unién con la materia
organica, resultando en una mayor concentracién de iones del metal libre (la fraccion
biodisponible). Este resultado concuerda con hallazgos anteriores (capitulo Ill). En
contraste, la disponibilidad de Pb se redujo en aplicacion multiple (efecto antagénico),
y aumentd cuando se agregd en forma ternaria (efecto sinérgico). El Pb es conocido
por su falta de movilidad en el suelo, principalmente debido a la precipitacion del
mismo con fosfatos insolubles, carbonatos e hidréxidos (Blaylock & Huang, 2000). La
mayor disponibilidad de Pb en aplicaciones ternarias podria ser resultado de la
interaccién antagénica entre Cu y Zn (Kabata-Pendias & Pendias, 2000; Adriano,
2001; Panou-Filotheou & Bosabalidis, 2004), lo que dejaria este elemento mas
disponible para las plantas.

En general, los tratamientos con mayores concentraciones de metales
disponibles mostraron mayor acumulacién en los tejidos vegetales, especialmente en
las raices; excepto en el caso de Cr, las aplicaciones individuales de los metales
resultaron en menor acumulacién de dichos elementos en las plantas en relacién a
cuando se aplicaron varios metales simultdneamente. Es conocido que la
bioacumulacién de ciertos metales en los tejidos vegetales es frecuentemente
influenciada por la presencia de otros metales, dando lugar a inhibicion o mayor
bioacumulacién de los mismos (An y col. 2004). En este sentido, MacFarlane &
Burchett (2002), informaron que la exposicién a varios metales simultdneamente
puede resultar en un aumento de la permeabilidad de la membrana plasmatica
acompafada por un incremento en la absorciéon celular y toxicidad. Sin embargo,
nuestros resultados contrastan con lo informado por Smilde (1981), quien trabajando
con lodos de depuradora mezclada con sales metdlicas encontré concentraciones mas
altas en los tejidos cuando los metales se afadieron sélos. La gran acumulacién de Cr
en las plantas pertenecientes al T8 podria ser resultado de las altas concentraciones
disponibles de este elemento en el suelo y la consiguiente reduccién de la barrera de
suelo-planta (Hall y col. 2002). Por otro lado, los efectos toxicos del Cr dependen
principalmente de la especiacién del metal, lo cual determina su absorcion,
translocacién y acumulaciéon. Ademas, la via de transporte del Cr (VI) involucra
transportadores de aniones esenciales, tales como el sulfato (Shanker y col. 2005).

Cadmio, Ni y Zn fueron los elementos que mostraron mayor translocacién a
parte aérea, especialmente tallos y hojas; es conocido que Cd y Zn se mueven con
relativa facilidad desde la raiz a la parte aérea de las plantas (Greger, 2004). La
movilidad de Ni en plantas varia entre especies, siendo moévil en algunas plantas
(Thiesen & Blincoe, 1988) e inmdovil en otras (Sajwan y col. 1996). Los datos muestran
que Zn ejercio un efecto sinérgico sobre la acumulaciéon de Cd en aplicacién mdltiple;
esto se tradujo en un aumento de la concentracién de Cd en las raices, tallos y hojas
de P. hortorum, comparado a cuando éste elemento fue agregado en aplicacién



45

ternaria e individual. Es sabido que el Zn compite con Cd por los sitios de union en el
suelo, induciendo la disociacion del Cd absorbido y como consecuencia aumentaria el
Cd en solucion (Angelova y col. 2007). Por otro lado, en un experimento con plantas
de trigo, Hart y col (2002) encontraron que Cd y Zn mostraron interaccién competitiva
a nivel membrana de las células radicales. Esto sugeriria la existencia de un sistema
de transporte comun. Sin embargo, nuestros resultados difieren de los reportados por
Roosens y col. (2003), quienes encontraron que altas concentraciones totales de Zn
en el suelo disminuyeron la absorcion de Cd en Thlaspi caerulescens Prayon. Para el
caso de Ni, la absorcién siguié el orden: aplicacion multiple > ternaria > individual
mostrando una interaccion antagénica con Cd; este antagonismo podria ser el
resultado de la competencia por sitios de absorcién disponibles en la superficie de la
raiz, cuando Ni se encuentra en aplicacién ternaria con Cd. De acuerdo con Crowley y
col. (1991) elementos esenciales como Cu** y Zn** y no esenciales como Ni?* y Cd**
competirian por los mismos transportadores transmembrana. Del mismo modo,
Nakazawa y col. (2001) encontraron que la absorcién de Ni fue inhibida por la
coexistencia de Cd en la solucién nutritiva.

Si bien no hubo diferencias estadisticamente significativas, los resultados
sugieren que la absorcion de Pb fue reducida en aplicacion multiple y ternaria.
Estudios previos informan efectos antagénicos sobre la absorcion de Pb cuando Pb y
Zn fueron aplicados simultaneamente. Segin Kabata-Pendias & Pendias (2000), el
antagonismo Pb-Zn afecta negativamente la translocacion de cada elemento desde la
raiz a la parte aérea de la plantas. Del mismo modo, Clarkson & Litge (1989)
informaron que Cd**, Pb® y Zn®** interactian competitivamente para su absorcién en
plantas superiores. Finalmente la absorcion de Cu siguid el orden aplicacién
multiple=ternaria>individual. Este resultado podria ser una indicacion de interacciones
sinérgicas del Cu con los otros metales en las condiciones de aplicacion mdltiple y
ternaria, ya que en ausencia de estos elementos mas iones de Cu se unirian a la
materia organica resultando en una reduccion de la biodisponibilidad del mismo en
aplicaciones individuales del elemento.

Finalmente, de acuerdo con Salim y col. (1993) las concentraciones de Cd, Cu
y Pb en las plantas de rabano estuvieron directamente relacionadas a la concentracién
de éstos elementos en el suelo. La matriz de correlaciones de Pearson mostré que
para la mayoria de los metales existe una fuerte relaciéon entre la absorcion por la
planta y la disponibilidad de metal en ambos suelos. Las excepciones fueron Cd, Cu y
Zn en algunos tejidos de la planta. La falta de correlacién en estos casos sélo implica
que los metales pesados disponibles por si solos fueron determinantes en la absorcién
por la planta; otros factores podrian estar influyendo en los resultados; por ejemplo, la
especie y edad de las plantas, y propiedades del suelo tales como el pH, la capacidad
de intercambio catiénico y el contenido de materia organica (Adriano, 2001). Ademas,
hay que considerar el aporte de las fracciones menos disponibles, ya que las mismas
contribuyen en la absorcion total de metales, tal como fue analizado en el capitulo Ill.

4.5 Conclusiones

El peso aéreo de la plantas fue severamente afectado en varios de los
tratamientos, siendo Cr el elemento individual que ejercié el mayor efecto téxico sobre
el crecimiento, seguido por los tratamientos correspondientes en conjunto al nivel A.
En general, la rizosfera no desempefid un papel preponderante en la regulacién de la
disponibilidad de los metales pesados en esta especie. Para Cd, Ni y Zn solo en los
tratamientos T2 y T4 la concentracién de metales pesados disponibles en la rizosfera
fue significativamente diferente al SNR. En contraste no se observd un efecto de la
rizosfera sobre la disponibilidad de Cr, Cu y Pb. Por otro lado, la distribuciéon de los
metales dentro de la planta varié con el érgano y metal especifico considerado;
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algunos tratamientos tuvieron efecto sinérgico en la acumulacién, y otros efecto
antagénico, mostrando que las respuestas podrian estar relacionados con las mezclas
y concentraciones de metales presentes en el suelo. Por lo tanto, nuestros resultados
sugieren que la competencia entre los iones metalicos con la matriz del suelo y en la
superficie de la raiz puede desempefiar un papel importante en la absorcién y la
acumulacién de metales por las plantas de P. hortorum.

La hipotesis 4.1 es rechazada ya que para algunos elementos la absorcion
estuvo vinculada a factores como nivel de metales aplicados e interacciones con la
matriz del suelo o con otros elementos. La hipotesis 4.2 es aceptada, ya que se
registraron diferencias en la absorcion, especialmente para los elementos en
contaminacion mdltiple y ternaria respecto a la contaminacion simple.



CAPITULO V
Efecto de la longitud del periodo de crecimiento de P. hortorum sobre la
eficiencia de la fitoextraccion

5.1 Introduccioén

La fitoextraccion debe considerarse como una tecnologia de largo plazo, que
puede requerir de varios ciclos de cultivo para reducir la concentracién de los
contaminantes del suelo a niveles aceptables. El tiempo requerido depende de la
concentracioén y tipo de contaminante(s), de la duracion del periodo de crecimiento y
de la eficiencia de remocion de la especie utilizada (Prasad & Freitas, 2003). Las
plantas seleccionadas con fines de fitoextraccion deben ser tolerantes a los metales y
eficientes en la translocaciéon de los mismos hacia las porciones cosechables de las
plantas (Blaylock & Huang, 2000). Por otro lado, la planta ideal debera poseer rapido
crecimiento, tener raices profundas, una produccion de biomasa abundante, ser facil
de cosechar y capaz de tolerar y acumular una amplia gama de metales en sus partes
aéreas (Clemens y col. 2002).

La eficiencia de la fitoextraccion esta determinada por dos factores clave: la
capacidad de hiperacumular metales y la produccion de biomasa de la planta (Ebbs &
Kochian, 1997; McGrath & Zhao, 2003). En este sentido, la longitud de la temporada
de crecimiento afecta tanto la produccion de biomasa como la concentracion de metal
en las plantas. Generalmente, la particion de biomasa varia a lo largo del ciclo de los
cultivos, disminuyendo la proporcién de biomasa de los érganos vegetativos en favor
de los 6rganos reproductivos, hacia el final del ciclo (Hintz y col. 1994). Habitualmente,
la proporcidon de asimilados o nutrientes que van a los 6rganos se caracteriza
mediante coeficientes de particién de asimilados, que relacionan los nutrientes en un
organo determinado de la planta, a lo largo de dos o mas cosechas sucesivas como lo
informaron, entre otros, Scheiner y col. (2000) para los macronutrientes. Estos autores
observaron que en la soja la maxima acumulacion de N ocurrié hacia el final del ciclo
vegetativo, previo al inicio del llenado de granos, mientras la acumulacién maxima de
P ocurrié al comienzo del llenado de granos. La participacion del K, en cambio, fue
similar a la acumulacion de biomasa. Por otro lado la absorcién y acumulacion de
metales desde el suelo son influenciadas por varios factores, entre ellos, el tiempo de
exposicion y la edad de las plantas.

La concentracién de metales en los diferentes érganos de la planta a lo largo
de las cosechas destructivas podria ser Util para decidir el momento 6ptimo de
cosecha a fin de lograr la maxima extraccién desde el suelo. Sin embargo, es dificil
generalizar acerca de los cambios estacionales en los niveles de metales pesados, ya
que parecen variar con el metal y la especie bajo estudio (Weis & Weis, 2004). En este
sentido se observd que la eficiencia de remocion de Cd en especies lefiosas variaria
con la edad del stand (Klang-Westin & Perttu, 2002; Mertens y col. 2006). Otros
autores (Perronnet y col. 2003) registraron que la acumulacién de Cd y Zn en
diferentes estadios de crecimiento de la hiperacumuladora Thlaspi caerulescens, varié
de acuerdo con el 6rgano y la edad de la planta. La concentracion de Zn en tallos
decrecié con el tiempo, en tanto que la concentracién de Cd permanecié constante a
pesar de un incremento en biomasa. Asimismo, en plantas viejas, la acumulacién de
Cd fue mayor que en las hojas mas jovenes.

No existe consenso en cuanto a la remocién de los metales a lo largo del ciclo
de vida de una planta. Se ha supuesto que la eficiencia de remocién de metales no
cambia con el tiempo (Knight y col. 1997; Robinson y col. 1998; McGrath y col. 2000)
aunque algunos trabajos mas recientes han mostrado que la cantidad se modificaria

Publicacion derivada del capitulo: Orrofio, D. & R.S. Lavado. 2009. Heavy metal accumulation in Pelargonium hortorum:
Effects on growth and development. PHYTON 78: 75-82.
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con el transcurso del mismo (McGrath y col. 2006; Mertens y col. 2006). Algunos
autores (Ernst y col. 1996) encontraron una rapida disminucion de la acumulacion de
metales debido a cambios en la especiacion por raices de plantas en descomposicion.
Por otro lado, generalmente la absorcion de metales es relativamente rapida en los
primeros estadios del crecimiento, y diminuye en estadios mas avanzados del
crecimiento debido al incremento en acumulacion de biomasa de las plantas. Dinelli &
Lombini (1996) observaron que en plantas creciendo sobre suelos desarrollados sobre
minas de Cu abandonadas, la concentracién de metales fue generalmente mayor en
estadios tempranos del crecimiento vegetativo, debido a la relativamente alta
absorcion de nutrientes comparada con la tasa de crecimiento. Posteriormente tuvo
lugar un periodo de crecimiento vigoroso, el cual diluyé las concentraciones hasta el
estadio de floracion, momento en el cual se obtuvo la minima concentracién para la
mayoria de los elementos estudiados.

Finalmente, la cantidad de metales extraidos en el ciclo de cultivo, debe ser
multiplicada por el numero de ciclos requeridos a fin de alcanzar un valor objetivo de
metales en el suelo. Algunos ejemplos de estos calculos han sido informados otros
autores (Ernst, 1996; Robinson y col. 1998; Keller y col. 2003) aunque exceden el
alcance de esta tesis. Por otro lado, a fin de evaluar la capacidad de acumulacion de
metales, han sido propuestos diferentes indices. Entre ellos, el indice de tolerancia
(TIN), medido en términos relativos a la materia seca total producida por las plantas
creciendo en el suelo control. La tasa de crecimiento relativo (TCR), la cual es
ampliamente utilizada por su influencia sobre la produccién de biomasa de las plantas
y, en consecuencia, sobre la capacidad de éstas para acumular metales (Lutts y col.
2004). Por ultimo, la tasa de absorciéon (UR) de metales pesados, ya que permite
cuantificar la velocidad de transporte de metales del suelo a las plantas (Singh &
Agrawal, 2007). Los objetivos de este capitulo fueron: determinar la acumulacién de
metales y su tasa de absorcion en la biomasa de raices, tallos, hojas y flores a lo largo
de diferentes momentos de cosecha; ademas evaluar el potencial de los indices de
acumulacién de metales mencionados anteriormente para registrar las variaciones en
la produccién de biomasa de P. hortorumy la concentracion de metales. Las hipétesis
planteadas fueron que P. hortorum presenta una alta velocidad inicial de extraccién de
los metales pero su mayor acumulacién se registra en las hojas en los momentos de
maximo crecimiento. La segunda hipétesis plantea que las variaciones en produccion
de biomasa y acumulacién de metales a lo largo del periodo de crecimiento seran
reflejados en forma coincidente por los diferentes indices.

5.2 Materiales y Métodos

Se desarrollo un nuevo experimento con la especie P. hortorum. Los
tratamientos consistieron en suelo control, y los niveles M y A de enriquecimiento con
seis metales segun las condiciones y caracteristicas descriptas en el capitulo Il. Se
determind el contenido de metales en el material cosechado en distintos momentos de
crecimiento de la planta. Para tal fin, se efectuaron cosechas destructivas cada 30 dias
aproximadamente, por lo cual se trabajé con 8 repeticiones por tratamiento.

5.2.1 Peso seco total, radical y de los componentes de la biomasa aérea de P.
hortorumy calculos de TINy TCR

En cada cosecha, se separ6 la biomasa aérea en raices, tallos, hojas, y flores y
se seco a 70°C por aproximadamente 72 hs. Seguidamente, se pes6 el material
vegetal de raices, tallos hojas y flores a fin de cuantificar la producciéon de biomasa de
cada tratamiento.
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El TIN, el cual representa la relacién entre la biomasa de las plantas creciendo
en los suelos con metales relativo a las plantas que crecieron en el suelo control
(Antosiewicz, 1995), se calcul6 tal como se explica en el Anexo.

Ademas se calcul6 la TCR de las plantas para cada momento de cosecha en
base a los pesos secos totales de las mismas; el peso seco inicial fue estimado en
base al secado en estufa de 3 plantas hasta peso constante al inicio del experimento.
Este valor fue empleado como referente para la transformacién de los pesos frescos
iniciales a peso seco. La TCR (g.g" de peso seco dia'), fue calculada segun la
ecuaciéon de Blackman, modificada por Hunt (1978); dicha tasa resulté de la siguiente
férmula:

TCR= (In Pf-In Pi)/AT,

donde InPf y InPi son el logaritmo neperiano del peso seco al inicio y al final del
experimento, y AT es el periodo de tiempo correspondiente al experimento.

5.2.2 Concentracién de metales en raices, tallos, hojas, y flores de P. hortorum y
célculos de la UR.

Para determinar la concentracién de metales en los érganos de P. hortorum se
molié el material vegetal de raices, tallos, hojas, y flores y se los sometié a una
digestion himeda con una mezcla de acidos nitrico y perclérico (Jones & Case, 1990).
La concentracién de metal en cada compartimiento de la planta se determiné por ICP -
OES.

Con el fin de evaluar el momento de maxima extraccion de los metales, se
estimé la tasa de absorcién (UR) (mg.planta™.d) de metales en base a la siguiente
formula:

UR = M2*W2 — M1*W1
t2 -t1

Donde M1 y M2 representan la concentraciones de metales en los tejidos de la
plantas y W1 y W2 son las biomasas de la plantas en los tiempos 2 y 1 (Singh &
Agrawal, 2007).

5.2.3 Andlisis estadistico

El peso seco de las plantas, la concentracion de metales en los diferentes
organos, TIN y TCR fueron analizados usando el programa Statistics 8.0. Los datos
fueron sometidos a andlisis de varianza de 2-vias (ANOVA) con el fin de determinar
diferencias significativas entre tratamientos, momentos de cosecha, y concentracion
de metales en los diferentes 6rganos de las plantas. Las diferencias entre las medias
individuales fueron testeadas el Test de Tukey a un nivel de significacién de 0,05.

5.3 Resultados

5.3.1 Peso seco total, radical y de los componentes de la biomasa aérea de P.
hortorumy calculos de TINy TCR

El estrés por metales no tuvo efectos sobre la supervivencia de las plantas, por
lo que todas las plantas se mantuvieron vivas durante el transcurso del experimento.
En el Cuadro 5.1 se observan el peso seco total, radical y de los componentes de la
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biomasa aérea. El peso seco total de las plantas fue significativamente afectado por el
incremento en concentracion de metales del suelo (Cuadro 5.1), registrandose una
interaccion “tratamiento x momento de cosecha” estadisticamente significativa; se
observé una reduccién en el peso seco total estadisticamente significativo para la
cosechas 3y 4 (P < 0,05) en las plantas de los tratamientos con metales comparadas
con el control. El peso seco de raices disminuy6 significativamente (P < 0,05) en el
nivel A comparado con el peso seco del control y el nivel M pero no se observo efecto
del momento de cosecha sobre este parametro. Los tallos y hojas mostraron una
interaccién “tratamiento x momento de cosecha “estadisticamente significativa (P <
0,05). En las plantas control el peso seco de estos 2 componentes se incrementé
hacia el final del experimento; en contraste, en los tratamientos con metales, el peso
seco de tallos se mantuvo estable mientras que el peso seco de hojas tendié a
disminuir. En el nivel M algunas repeticiones no produjeron flores mientras que en el
nivel A no hubo produccién de estas Ultimas, motivo por el cual no pudo efectuarse
analisis estadistico.

Cuadro 5.1 Peso seco total, radical y de los componentes de la biomasa aérea de P.
hortorum por tratamiento y momento de cosecha.

Tratam. Cosecha Peso seco (g)
Total Raices Tallos Hojas Flores
1 4,7+0,2¢c | 0,6#0,1a | 2,1+0,3b |2,3%£0,2 abc| 0,8%0,9
Control 2 3,3t1,6¢c | 0,4+0,1a | 1,7x1,0b | 0,6+0,2c | 0,6+0,1
3 9,0t0,1b | 0,6+0,3a | 3,5+0,5ab| 4,2+0,7ab | 1,5+0,4
4 14,610,1a| 0,8+0,1a | 4,240,3a | 5,4+x1,22a | 1,3%0,5
1 49+0,6c | 0,5#0,2a | 2,1+0,1b | 1,940,9 bc 0,3
Nivel M 2 41+0,9c | 0,610,3a | 2,2+0,4 ab| 1,4%1,0 bc 0,4
3 3,7419c¢c | 0,4+0,1a | 1,8+0,4b | 1,2+1,3 bc 0,5
4 45+0,4c | 0,9+0,1a | 2,3x0,3ab| 0,6%0,0c 0,2
1 3,3t0,5¢ | 0,5£0,0b | 2,1+0,3b | 0,7£0,1 bc | sin flores
Nivel A 2 2,3t0,7¢c | 0,4t0,1b | 1,5+0,6 b | 0,4%0,0 abc| sin flores
3 3,0+0,9¢c | 0,4+0,2b | 2,5+0,7 ab| 0,1+0,1 ab | sin flores
4 2,7£t0,3¢c | 0,3£0,1b | 1,9+0,2b | 0,2£0,2 bc | sin flores
ANOVA | Tratamiento el * ** **
Cosecha ek * *
Trat.xCosecha ek * bl
Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos. Niveles de

significancia para tratamientos, momento de cosecha, y la interaccién tratamiento x
momento de cosecha: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. --- sin analisis estadistico.

El TIN (Figura. 5.2), en términos de porcentaje con respecto a la produccién de
materia seca del control, varié a lo largo de las cosechas en ambos tratamientos
enriquecidos con metales; este indice arrojé diferencias significativas entre momentos
de cosecha (p < 0,05), mostrando en el nivel M valores mayores al 100% para las
cosechas 1y 2, indicando un incremento neto en biomasa en relaciéon al control. Los
tratamientos enriquecidos con metales mostraron valores muy inferiores al 100% en la
cosechas 3 y 4, mostrando disminucion del crecimiento.
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Figura 5.2 indice de tolerancia (TIN) de P. hortorum en los tratamientos nivel M y nivel
A en funcién del momento de cosecha. Las medias seguidas por la misma letra no
difieren estadisticamente (p<0,05).

En la Figura 5.3 se observa la TCR para los tres tratamientos. En este caso el
ANOVA reveld un efecto significativo de los factores tratamiento y momento de
cosecha, aunque no existié interaccion entre los mismos.
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Figura 5.3 Tasa de crecimiento relativo (TCR) de P. hortorum en funcién del momento
de cosecha. Las medias seguidas por la misma letra no difieren estadisticamente
(p=0,05).

La TCR se incremento a lo largo del experimento, siendo el valor de este
parametro estadisticamente superior para las cosechas 3 y 4; por otro lado, los
tratamientos con metales presentaron menores valores de TCR comparados con el
tratamiento control, evidenciandose un retraso en el crecimiento de estos tratamientos

5.3.2 Concentracién de metales en raices, tallos, hojas, y flores de P. hortorum 'y
célculos de la UR.
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La concentracién de todos los metales fue mayor en la raices (Cuadro 5.2)
comparada con los otros 6rganos (raices>tallos>hojas>flores). En el tratamiento
control, Cd, Cr, Pb y Ni se encontraron debajo del limite de deteccién; en contraste, Cu
y Zn se encontraron dentro de los rangos normales en planta y no mostraron
diferencias significativas en acumulacién a lo largo del experimento en el tratamiento
control. La concentracion de metales en el nivel M en los diferentes momentos de
cosecha (Cuadro 5.2) mostr6 un patrén similar al nivel A. Las concentraciones de Cd y
Ni en raices mostraron un incremento a través del tiempo, mientras que las
concentraciones de Cu, Cr, Pb y Zn no mostraron un patrén consistente a través de las
cosechas. El ANOVA revel6 un efecto significativo de tratamiento en la concentracién
de metales en los diferentes 6rganos de las plantas (P<0,05), aunque no hubo efecto
del momento de cosecha, excepto para los casos de Cd, Ni y Pb en raices; por otro
lado, se detectd una interaccion significativa tratamiento x momento de cosecha para
la concentracion de Cd y Ni en raices, mostrando que la concentracién en este 6rgano
varia con el tratamiento y momento de cosecha. Este Gltimo resultado podria deberse
a que la raiz es el 6rgano principal de absorcion y acumulacion de metales, y por
ende, el que mas esta expuesto a sus efectos toxicos.

Cuadro 5.2 Acumulacién de metales en raices de P. hortorum por tratamiento y
momento de cosecha.

Cosecha Tratamiento Concentracion de metales en raices (mg/kg)
Cu Zn Cd Ni Cr Pb

1 Control 12,9+2,9 50,5+ 14,5 ND (LD=0,2) ND (LD=2,0) ND (LD=2,0) ND (LD=4,0)
2 84,3 60,1 77,8+ 17,1 D (LD=0,2) ND (LD=2,0) ND (LD=2,0) ND (LD=4,0)
3 11,415 53,8+ 4,2 ND (LD=0,2) ND (LD=2,0) ND (LD=2,0) ND (LD=4,0)
4 6,3+ 0,4 26,6+0,9 ND(LD=0,2) ND (LD=2,0) ND (LD=2,0) ND (LD=4,0)
1 Nivel M 187,0+ 58,0 2397,9+283,7 24,6+3,2 323,3+t 14,4 100,7+37,3 164,3+ 59,3
2 323,7+365 3596,3t49 40,832  473,3:t64,4 1238241 222,1:22,6
3 122,4£43,3 2753,7£175 25806  359,8+14,2 89,6+14,8  99,5+446

4 118,7£8,0 38159+22,4  402+1,4 7215907 90,5+225 111,7£127

1 Nivel A 646,8+ 65,8 5003,2+2127,1 73,2+10,4 815,6+169,9 2258+34,6 202,4+464
2 748,2+398,2 7271,7£932,9 94,4+13,9 1009,1£3,2 347,5+89,2 340,5+52,8
3 466,1+125,3 9501,9+966,0 129,0+10,7 1245,3+16,9 194,8+£19,4 152,2+ 34,0
4 941,8+£80,6 9417,1+699,1 120,6+12,8 1550,5+228,0 353,0+11,5 270,1+45,6

ANOVA  Tratamiento ok ok rx P o P
Cosecha ns ns * * ns *
TratxCosecha ns ns * * ns ns

Niveles de significancia para tratamientos, momento de cosecha, y la interaccion tratamiento x
momento de cosecha: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ns: no significativo; ND (no detectado) y
LD (valor del limite de deteccién).

En contraste, la concentracién de metales en tallos y hojas (Cuadros 5.3 y 5.4)
no arrojé diferencias significativas a lo largo de las cosechas; sin embargo, en el nivel
M las concentraciones se mantuvieron estables y en el nivel A la tendencia muestra
una disminucion de la concentracién para la cosechas 3 y 4.
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Cuadro 5.3 Acumulaciéon de metales en hojas de P. hortorum por tratamiento y
momento de cosecha.

Cosecha Tratamiento

Concentracion de metales en hojas (mg/kg)

Cu Zn Cd Ni Cr Pb
1 Control 10,0+ 0,8 50,1+ 9,4 ND (LD=0,2) ND (LD=2,0) ND (LD=2,0) ND (LD=4,0)
2 6,6+ 0,7 38,8+ 0,2 D (LD=0,2) D (LD=2,0) D (LD=2,0) ND (LD=4,0)
3 6,9+ 1,3 36,9+ 2,4 ND (LD=0,2) ND (LD=2,0) ND (LD=2,0) ND (LD=4,0)
4 4,1+ 0,1 26,8+ 1,1 ND (LD=0,2) ND (LD=2,0) ND (LD=2,0) ND (LD=4,0)
1 Nivel M 21,0+£5,0 307,9+ 92,3 5,0+ 2,0 77,0+ 19,1 38,0+ 18,1 59,0+ 29,1
2 15,9+ 9,9 300,1+ 176,0 8,1+ 0,0 75,9+ 45,1 33,3+ 26,3 43,2+ 36,3
3 18,929 642,5+ 16,0 9,7+ 0,7 148,2+ 11,4 35,8+ 3,9 46,7+ 10,8
4 7,9+ 0,1 342,6+ 2,6 5,9+ 0,1 137,4+ 15,5 7,91 0,1 17,91 2,2
1 Nivel A 32,9+ 150 1426,9+689,3 26,0+14,0 328,0+151,2 46,9+ 14,9 74,9+ 28,9
2 48,0£24,1  1409,5£711,9 24,0+10,0 349,9+130,3 97,0+ 53,1 135,0+ 79,2
3 13,9+ 0,1 890,4+ 15,0 17,8£1,9 160,5+ 30,6 15,8+ 0,1 21,8£0,2
4 20,1+1,9 643,5+ 326,3 10,8+ 1,7 109,4+ 9,4 13,844 21,3t 2,5
ANOVA  Tratamiento * * * *
Cosecha ns ns ns ns ns ns
TratxCosecha ns ns ns ns ns ns

Niveles de significancia para tratamientos, momento de cosecha, y la interaccion tratamiento x
momento de cosecha: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ns: no significativo; ND (no detectado) y
LD (valor del limite de deteccién).

Cuadro 5.4 Acumulacién de metales en tallos de P. hortorum por tratamiento y

momento de cosecha.

Cosecha Tratamiento

Concentracion de metales en tallos (mg/kg)

Cu Zn Cd Ni Cr Pb
1 Control 3,25+ 2,7 43,0+ 8,1 D (LD=0,2) D (LD=2,0) D (LD=2,0) ND (LD=4,0)
2 3,5£1,5 27,9+ 8,0 D (LD=0,2) D (LD=2,0) D (LD=2,0) ND (LD=4,0)
3 4,4+ 0,2 41,7+ 12,0 D (LD=0,2) D (LD=2,0) D (LD=2,0) ND (LD=4,0)
4 1,9+1,9 14,9+ 12,9 D (LD=0,2) D (LD=2,0) D (LD=2,0) ND (LD=4,0)
1 Nivel M 26,2+ 0,6 449,2+ 42,3 7,8+£0,8 83,0+ 1,6 20,8+ 5,1 39,145,7
2 24,8+4,9 672,2+ 195,9 12,6+ 4,3 118,6+ 39,2 18,6+ 3,1 43,645,8
3 37,4£9,5 1010,6+ 66,6 14,1£ 2,2 149,9+ 19,7 30,4+ 8,5 70,3+18,4
4 33,2+ 4,4 1110,7+ 1011 12,7+ 2,8 166,6+ 16,1 26,3+ 0,6 79,9447
1 Nivel A 104,7+ 47,6 3633,9+ 1587,3 55,3+29,8 571,8+243,1 61,2+33,7 113,6160,5
2 103,7+23,9 5614,5£964,7 96,7+28,9 1017,2+179,0 63,8£20,0 152,6+48,9
3 57,2+ 47,5 3260,7+3155,9 38,0+33,1 830,5+817,2 42,9+ 33,1 82,8+73,2
4 51,8+£3,2 3333,2£417,9 37,4+ 0,1 545,1+ 15,7 31,6+£0,2 74,7+3,7
ANOVA  Tratamiento * **
Cosecha ns ns ns ns ns ns
TratxCosecha ns ns ns ns ns ns

Niveles de significancia para tratamientos, momento de cosecha, y la interaccion tratamiento x

momento de cosecha: *p<0,05; **p<0,01;
LD (valor del limite de deteccién).

*kk

p<0,001; ns: no significativo; ND (no detectado) y

En el Cuadro 5.5 se presenta la concentracién de metales en las flores para los
3 tratamientos. Nuevamente Cu y Zn se encontraron dentro del limite de deteccién en
el tratamiento control. La produccién de flores fue muy afectada en los tratamientos
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enriquecidos con metales, resultando totalmente inhibida la floracién en el nivel A.
Debido al escaso material recolectado, no se pudo realizar el analisis estadistico de
estos datos, pero la tendencia general indica que la concentracién los metales en los
niveles M y A se incrementaron con respecto al tratamiento control.

Cuadro 5.5 Acumulacion de metales en flores de P. hortorum por tratamiento y
momento de cosecha.

Cosecha Tratamiento Concentracion de metales en flores (mg/kg)
Cu Zn Cd Ni Cr Pb
1 Control 21,2+16,0 33,0+11,0 D (LD=0,2) ND (LD=2,0) ND (LD=2,0) ND (LD=4,0)
2 10,0+ 0,0 415+12,0 ND(LD=0,2) ND (LD=2,0) ND (LD=2,0) ND (LD=4,0)
3 9,9+0,0 43,6+19,7 D (LD=0,2) ND (LD=2,0) ND (LD=2,0) ND (LD=4,0)
4 2,9+4,0 24,9+1,2 D (LD=0,2) ND (LD=2,0) ND (LD=2,0) ND (LD=4,0)
1 Nivel M 16,5 99,3 16,6 15,6* 16,6 15,5
2 96,8£116,0  139,284,7 8,4£8,8 45,3+43,3 11,1£5,0 17,1434
3 13,7 87,6 2,4 87,6 5,7 8,8"
4 17,8 333,3" 4,4 88,9* 8,9 17,8
1 Nivel A s/f s/f s/ s/f s/f s/f
2 s/f s/f s/f s/f s/f s/f
3 13,2 153,7* 44,1* 125,2* 5,9* 8,3*
4 s/f s/f s/f s/f s/f s/f

ns: no significativo; s/f: sin flores; *sin repeticion. ND (no detectado) y LD (valor del limite de
deteccién).

La Figura 5.4 muestra la tasa de absorcién (mg planta” d') de metales para
raices (a) y biomasa aérea (b) de los tratamientos control. La absorciéon de Cu,
presentd una tasa estable tanto para raices (Figura 5.4a) como parte aérea (Figura
5.4b); zinc, en cambio, mostré tasas variables en ambos 6rganos, mostrando una
aparente tendencia decreciente en el caso de la biomasa aérea.
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Figura 5.4 Tasa de absorcion de metales (mg/planta/d™) de raices (a) y biomasa
aérea (b) de P. hortorum en el tratamiento control en funcién del momento de cosecha.

La UR de raices en el nivel M (Figura 5.5 a) mostré 2 patrones principales a lo
largo de las cosechas: las tasas para Zn y en menor medida Ni fueron positivas al
comienzo y al final del periodo de crecimiento, registrandose las menores UR en la
cosecha 3 aproximadamente. Los valores de UR para Cd, Cr, Cu, y Pb, en cambio,
fueron practicamente constantes a lo largo de las cosechas. La UR para la biomasa
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aérea (Figura 5.5 b) fue generalmente positiva; Zinc y Ni, en menor medida, mostraron
un decrecimiento en este parametro a través las cosechas. El resto de los metales
mostraron UR mas estables.
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Figura 5.5 Tasa de absorcion de metales (mg/planta/d™) de raices (a) y biomasa
aérea (b) de P. hortorum en el nivel M en funcién momento de cosecha.

Las UR para las raices en el nivel A (Figura 5.6 a) fueron variables: Zn y Ni
tuvieron tasas positivas al comienzo, y negativas al final del periodo de crecimiento,
por lo que la UR progresivamente disminuyd en el transcurso del experimento. La
biomasa aérea en el nivel A (Figura 5.6 b) mostr6 tasas decrecientes a través del
tiempo, llegando a tasas negativas en los casos de Zn y Ni. Por el contrario, Cd, Cr,
Cu y Pb mostraron tasas mas estables tanto en la biomasa aérea como de raices.
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Figura 5.6 Tasa de absorcion de metales (mg/planta/d”) de raices (a) y biomasa
aérea (b) de P. hortorum en el tratamiento nivel A en funcion momento de cosecha.

5.4 Discusion

Tal como se viene observando en los distintos capitulos, los metales ejercieron
efectos negativos sobre el crecimiento aéreo de las plantas, resultando las raices
menos afectadas por las concentraciones crecientes de metales en el suelo. La
mortalidad inicial de las hojas y el recambio de las mismas fue mayor para el nivel A
comparado con nivel M. Esto coincide con lo informado por Dan y col. (2002), quienes
encontraron que cuando se expuso geranios aromaticos a distintas concentraciones
de cadmio y niquel se registraron sintomas de fitotoxicidad principalmente en las hojas
maduras, las cuales mostraron clorosis y senescencia temprana. De acuerdo con Blum
(1997) la reduccién de la superficie foliar es considerada un mecanismo de evasion
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que permite minimizar la perdida de agua en condiciones de estrés. Por otro lado, al
momento de cosecha muy pocas plantas se encontraban con flores en los suelos
enriquecidos con metales, especialmente en el nivel A; segun Saikkonen y col. (1998)
la floracién es un parametro muy sensible a los metales pesados. Esto Ultimo podria
actuar como una fuerza selectiva especialmente en especies que dependen de la
produccién de semillas, debido a que se incrementan las probabilidades de que la
planta no sea capaz de completar su reproduccion.

Los efectos negativos de los metales sobre la produccion de biomasa también
se ven reflejados en los indices de tolerancia, los cuales son una herramienta (til a fin
de caracterizar la resistencia de la plantas a ellos. Valores menores al 100% indican
un decrecimiento neto en la biomasa y sugieren que las plantas se encuentran
estresadas, mientras que valores del 100% indican que no hay diferencias con
respecto al tratamiento control. Por otro lado, valores mayores al 100% indican un
incremento neto en biomasa y sugieren que las plantas expresan un “efecto dilucién”
(Audet & Charest, 2007). Bajo nuestras condiciones experimentales los valores para
esta relacién estuvieron inversamente relacionados con la longitud de la temporada de
crecimiento. Este resultado tendria implicancias practicas, ya que a partir de las
cosechas 3 y 4 la gran disminucion en el peso seco de las plantas comprometeria su
eficiencia para acumular metales, particularmente en la biomasa aérea.

Las tasas de crecimiento relativo se mostraron negativas tanto en los
tratamientos con agregado de metales como en el control al principio del experimento;
las tasas negativas del control podrian ser el resultado de variables no consideradas
en este capitulo, como por ejemplo senescencia natural segun la estacion del afno. Por
otro lado, la TRC se incremento significativamente para todos los tratamientos; esto
sugeriria que los niveles M y A se recuperaron luego del impacto inicial, para crecer a
una tasa mas lenta con respecto al control. Nuestros resultados coinciden con otros
autores (Ghnaya y col. 2007) quienes encontraron una reduccién significativa de las
TCR de plantas tratadas con Cd respecto a las plantas control; en forma similar,
Banerjee & Sarker (1997) obtuvieron tasas de crecimiento relativo negativas para S.
rotundifolia después de estar en contacto con Pb durante 6 dias. Los valores negativos
de este indice en los tratamientos con agregado de metales podrian explicarse por el
incremento de hojas senescentes con respecto al tratamiento control (Davidson &
Campbell 1984). La menor TCR en el tratamiento nivel A seria consecuencia de la
significativa reduccion de biomasa aérea registrada en este tratamiento.

La raices fueron los érganos donde se registr6é la mayor concentracion de todos
los metales lo cual es un fenédmeno comuin en plantas (Adriano, 2001). Por otro lado,
es también conocido que el crecimiento aéreo es mas sensible a los metales pesados,
a pesar de las bajas concentraciones de metales registradas en los érganos aéreos
comparados con las raices; en este sentido, se ha hipotetizado que las raices podrian
tener un papel importante en la retencion de metales evitando que un exceso de los
mismos llegue a las partes aéreas (Mazhoudi y col. 1997). El bajo transporte de todos
los metales hacia la parte aérea de las plantas de la especie estudiada podria deberse
a la saturacién de la absorcion en raices cuando las concentraciones internas son
altas (Zhao y col. 2003). Aunque no se encontraron efectos significativos del momento
de cosecha sobre la concentracion de metales en las hojas, la tendencia muestra una
disminucién de la concentracion en este érgano en las cosechas 3 y 4 sobre todo en el
nivel A indicando que a altas concentraciones operaria algin mecanismo de exclusion
(MacFarlane y col. 2003). Esto ultimo contrasta con lo informado por Verkleij & Schat
(1990) quienes encontraron que las concentraciones de metales en hojas aumentarian
a medida que las hojas envejecen debido transporte pasivo dentro de mismas. El
movimiento de los metales hacia las hojas mas viejas seria una forma que tienen las
plantas de eliminar parte de la carga metalica (Verkleij & Schat, 1990). Las flores



57

mostraron la menor concentracién de metales comparado con los otros érganos, lo
cual coincide con lo encontrado por Davies y col. (2001) en plantas de girasol.

Finalmente, tal como fue mencionado anteriormente, la UR varia en funcion de
la concentracién de metal en los 6rganos de la planta y la biomasa final producida a
cosecha; estos dos componentes deben ser maximizados a fin de lograr la
remediacién del suelo en un periodo razonable de tiempo. Sin embargo la acumulacion
de metales en los tejidos de las plantas puede disminuir debido a un efecto dilucién
cuando la tasa de absorcion es menor a la tasa de produccién de biomasa. Nuestros
datos indican que las tasas de absorcién fueron bastante estables mostrando para
algunos elementos (Zn y Ni) tasas decrecientes hacia las cosechas 3 y 4. En general,
la mayor tasa de absorcién de casi todos los metales se registrd principalmente
durante las primeras 4 semanas. Por otro lado, seria poco razonable asumir una
remocion lineal de los metales en el tiempo, dado que las concentraciones
decrecientes en el suelo pueden resultar en una disminucién de la absorcién por la
planta (Brown y col. 1994). En algunas circunstancias el cambio en la concentracion
de metales solubles puede ser aproximadamente lineal, sin embargo en la mayoria de
los casos es esperable un decrecimiento logaritmico en las sucesivas cosechas
(Robinson y col. 1999).

5.5 Conclusiones

El peso aéreo de las plantas, TIN y TCR fueron afectados en los tratamientos
con metales. Si bien las TCR fueron negativas para los tratamientos con agregado de
metales, las mismas fueron incrementandose a lo largo de las cosechas, mostrando
que las plantas reiniciaron su crecimiento luego del periodo inicial de estrés. Sin
embargo, en general, la longitud del periodo de crecimiento no tuvo efectos
significativos en la concentracién de metales en los érganos de P. hortorum, excepto
en los casos de Cd y Ni en raices. Por otro lado las tasas de absorcién fueron estables
a lo largo de las cosechas en los casos de Cd, Cr, Pb y Cu; en cambio fueron variables
para Ni y Zn, los cuales mostraron tasas decrecientes en el nivel A de metales en el
suelo. Nuestros resultados sugieren que la capacidad de remocién de las plantas se
mantuvo mas o0 menos estable a lo largo de las cosechas. Por lo tanto, desde el punto
de vista tecnologico, de ser utilizada esta especie en fitorremediacién, las plantas
deberian ser cosechadas cada un mes a fin de asegurar la maxima exportacién de
metales a cosecha. Por ultimo, la observacion acerca de que las hojas registraron
mayor concentracién de metales en las primeras 2 cosechas podria tener también
consecuencias practicas en coincidencia con lo anterior. Si se tiene en cuenta la
contribucién de las hojas en el almacenamiento de metales, estas deberian ser
removidas antes de la senescencia a fin de evitar su retorno al suelo.

Por todo lo mencionado anteriormente se rechaza la hipotesis 5.1, ya que la
mayor velocidad de extraccion de los metales se presenté en las etapas iniciales de
crecimiento, momento en que la biomasa de las plantas fue mayor, y la mayor
acumulacion se presento en raices. La hipotesis 5.2 se acepta, ya que todos los
indices analizados coinciden en mostrar que la mayor acumulacion de metales se
produce en las primeras 2 cosechas.



CAPITULO VI
Cambios morfoldgicos inducidos por los metales y efectos sobre la calidad
ornamental de malvon

6.1 Introduccioén

Diversos estudios sugieren que las plantas ornamentales son capaces de
hacer frente a algunos contaminantes, como metales pesados, y pueden representar
una alternativa para recuperar o cubrir con vegetacion sitios contaminados (Caselles y
col. 2004; Bizoux y col. 2004; Sharma y col. 2004; Seo y col. 2008). Sin embargo, la
informacion generada acerca de los efectos de los metales sobre el crecimiento y
calidad ornamental de este tipo de plantas es muy escasa (Liu y col. 2008). En ese
sentido, las plantas han desarrollado algunas estrategias para resistir la toxicidad de
los elementos traza (Cobbet & Goldbrough, 2002). La mayoria de estas estrategias
consisten en la prevencion de la acumulacion de estos elementos en los tejidos
aéreos, mediante su retencién en las raices (Baker, 1987). Otras plantas tolerantes
pueden captar y translocar estos elementos a la parte aérea, donde son almacenados
en un estado no perjudicial, por ejemplo, mediante compartimentacién y complejacion
en las vacuolas celulares (Sanita di Topi & Gabrielli, 1999). Ambos tipos de estrategias
pueden plantear un costo energético, por lo que existe un costo en relaciéon con la
tolerancia, con consecuencias negativas para procesos tales como el crecimiento o la
reproduccion de las plantas (Baker, 1987; Cox, 1988a, b; Hagemeyer, 1999).

Como se ha encontrado en esta tesis, el primer signo de toxicidad por metales
es la inhibicion del crecimiento radical; numerosos estudios con especies de arboles
han mostrado que la exposicién a metales provoca una inhibiciéon de la elongacion de
la raiz o de la produccién de raices finas, disminuyendo en general la biomasa del
sistema radical (Arduini y col. 1994; Reichmann y col. 2001; Lunackova y col. 2003).
Algunos autores (Rucinska y col. 1999; Arduini y col. 2004) informaron que el estrés
por metales pesados puede inducir un engrosamiento de las raices, incluyendo un
incremento en la densidad y diametro de las mismas. Los metales pesados también
tendrian influencia sobre las relaciones planta-agua (Rauser & Dumbroff, 1981;
Bishnoi y col. 1993) causando una reduccién directa en la superficie de absorcién por
inhibicion de la formacién de pelos radicales (Sai Kachout y col. 2009). Esto dltimo
puede limitar la capacidad de exploracién de las plantas por agua y nutrientes.

Es sabido que la absorcién y acumulacién de metales en altas concentraciones
pueden ser citotdxicas en algunas especies de plantas, causando cambios
estructurales y ultra estructurales y afectando el crecimiento y fisiologia de las mismas
(Zhao y col. 2000; Han y col. 2004). Estos cambios estructurales son importantes en
plantas ornamentales ya que las mismas se comercializan siguiendo parametros de
calidad visuales. Existen numerosos parametros cuantitativos que permiten
aproximaciones y cuantificaciones relativas a la calidad ornamental: peso seco por
planta, diversas medidas en componentes como hojas y flores o0 de la planta en su
conjunto, y relaciones entre tallo, raices, hojas, etc, los cuales constituyen elementos
que contribuyen a definir el valor comercial de las plantas ornamentales (A.
Dibenedetto, comm. Personal).

Como ya fue mencionado anteriormente, la tolerancia a los metales puede
tener su costo ecofisiolégico, en términos de un menor crecimiento de los individuos.
La detoxificacion de los metales en las células suele tener un alto costo metabdlico,
por lo que las plantas que crecen en condiciones de estrés presentan normalmente
mayores tasas de respiracion, y menores tasas de asimilacion neta y crecimiento
(Baker, 1987; Lésch & Koélh, 1999). En este sentido existen evidencias de que los

Publicacion derivada del capitulo: Orrofio, D. & R.S. Lavado. Heavy metal accumulation in geranium (Pelargonium
hortorum) and effects on growth and quality of plants. Agrochimica. En prensa.
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metales acelerarian la senescencia (Maksymiec & Baszynski, 1996). Reducciones en
el area foliar total por planta han sido reportados por Clemens (2001) y Singh, (2001),
entre otros. Por ejemplo, Acevedo y col. (2005) observaron que el Cd disminuy6 el
namero y tamano de hojas de girasol (Helianthus annuus L), lo que provocé clorosis
severa con aparicién de manchas necréticas en las laminas de las hojas. Tripathi y col.
1999, por otro lado, encontraron que el area foliar y la biomasa de semillas de Albizia
lebbek resultaron severamente afectadas con una dosis de 200 ppm de Cr (VI) en el
suelo.

Finalmente, los metales podrian reducir (Saikkonen y col. 1998) y retrasar la
floracion (Korboulewsky y col. 2002; Brun y col. 2003). De acuerdo con Ouzounidou y
col. (1997) la accién inhibitoria de los metales pesados sobre la elongacion radical,
altura de tallos y area foliar pareceria deberse principalmente a aberraciones
cromosémicas y divisiones celulares anormales. Por otro lado, en ocasiones repercute
en otros procesos, como la reproduccién, de manera que en situaciones de estrés por
metales algunas plantas producen menor cantidad de estructuras reproductivas (Cox,
1988a, b). Los parametros mencionados anteriormente son fundamentales al momento
de seleccionar plantas ornamentales para ser utilizadas en fitorremediacion; por lo
tanto, es de interés estudiar los efectos de los metales sobre la calidad ornamental de
estas especies. El objetivo de este capitulo fue cuantificar el efecto de los metales
sobre la calidad ornamental de la especie P. hortorum. Como hipotesis se planteé que
el aumento en la concentracién de metales no afecta significativamente la calidad
ornamental del cultivo, pero tiene efectos sobre el tiempo de produccidn.

6.2 Materiales y Métodos
6.2.1 Determinacion de area foliar, area de flores, altura y diametro de planta

Teniendo como base los experimentos descriptos en el capitulo lll, en
diferentes momentos desde el comienzo de los mismos se realizaron determinaciones
no destructivas de area foliar (se marc6 con un lapiz el borde de la hoja sobre un papel
de cuadricula milimetrada, y contaron las cuadriculas de 1 cm?), area de flores (de
igual forma que las hojas) , altura (se determin6 tomando la medida desde la base del
tallo hasta el apice del mismo) diametro (se midi6 a 1 cm de la base del tallo) de
planta, y otras caracteristicas de calidad ornamental (Zubillaga & Lavado, 2001). El
area foliar y de flores se determinaron a los 40, 80 y 120 dias de comenzado el
experimento; en cambio, diametro y altura a los 40 y 120 dias de comenzado el
experimento.

6.2.2 Determinacion de peso seco, relacién raiz /parte aérea y TCR de las plantas

Una vez realizada la cosecha se cuantificé la produccion de biomasa vegetal
aérea y radical (peso seco). Ademas se calculo la relacion raiz/parte aérea de las
plantas en base al peso seco aéreo y radical de las mismas mediante la siguiente
formula:

Relacion raiz/parte aérea = Peso seco raices (q)
Peso seco parte aérea (g)

Finalmente se calculé la TCR de las plantas correspondientes a cada
tratamiento, en base a los pesos secos tal como fue indicado en el capitulo V.

6.2.3 Anélisis estadistico
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A fin de evaluar los efectos sobre la calidad ornamental se realizaron analisis
de varianza y pruebas de comparacion de medias (Tukey) entre tratamientos por
muestreo, utilizando un nivel de confianza del 95 %. Cuando en alguno de los
tratamientos en alguna de las fecha de muestreo la produccién de flores resulto
inhibida, éste no se tuvo en cuenta para el analisis estadistico, debido a la falta de
datos para realizar el mismo.

6.3 Resultados
6.3.1 Determinacion de area foliar, area de flores, altura y diametro de planta
El area foliar, area de flores, diametro y altura de plantas fueron

significativamente influenciadas por los 2 niveles de metales en el suelo (Figuras 6.1y
6.2).
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Figura 6.1 Area foliar, 4rea de flores, altura y didmetro de tallo del experimento 1 por
tratamiento en funcién del momento de muestreo. Valores promedio * desvio
estandar. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).

El efecto inhibitorio de los metales sobre el crecimiento de las plantas se hizo
evidente por el decrecimiento observado en el area foliar de los tratamientos con
metales respecto al control. En el experimento 2, los efectos sobre este parametro
fueron mas severos que en el experimento 1, registrandose en la tercera fecha de
muestreo diferencias significativas entre el nivel M y nivel A. Por otra parte, uno de los
parametros mas afectados fue la produccion de flores; en el experimento 1 (Figura 6.1)
el area de flor sigui6é el orden control > nivel M >nivel A desde el comienzo de las
mediciones. El experimento 2 (Figura 6.2), tuvo muy pobre producciéon de flores
durante el transcurso del experimento, por lo que sélo se muestra la tendencia para las
flores que existieron durante los muestreos.
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Figura 6.2 Area foliar, area de flores, altura y diametro de tallo del experimento 2 por
tratamiento en funcién del momento de muestreo. Valores promedio * desvio
estandar. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).

En el experimento 1 las variables diametro y altura (Figura 6.1) mostraron
diferencias significativas a partir del segundo muestreo, en el cual se comenzé a
evidenciar una respuesta negativa sobre todo para la dosis mas alta de metales. En el
experimento 2 (Figura 6.2), en cambio, se encontraron diferencias significativas en
diametro y altura desde la primera fecha de muestreo. Sin embargo, al finalizar el
experimento so6lo se registraron diferencias significativas en el diametro de estas
plantas.

6.3.2 Determinacion de peso seco, relacién raiz /parte aérea y TCR de las plantas

Como era de esperar, por los resultados previos, en ambos experimentos, los
tratamientos con metales resultaron en un decrecimiento del peso seco total por
planta, resultando especialmente afectado el peso seco aéreo (Figura 6.3 y 6.4).

30 - aéreo O radical
25

20
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Peso seco (g)

ab

Control Nivel M Nivel A

Figura 6.3 Peso seco aéreo y radical experimento 1. Valores promedio = desvio
estandar. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05).
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Figura 6.4 Peso seco aéreo y radical experimento 2. Valores promedio + desvio
estandar. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05).

En la Figura 6.5 se muestra la relacién raiz/parte aérea de ambos experimentos
en funcién de los tratamientos.
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Figura 6.5 Relacién raiz /parte aérea de los experimentos 1 y 2. Valores promedio +
desvio estandar. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos
(p<0,05).

El valor de esta relacién se incrementd significativamente (P < 0,05) en el
experimento 1, lo que significa que la planta sacrificé la acumulacion de biomasa en
los érganos aéreos a favor de su desvio hacia las raices mostrando un
comportamiento directamente proporcional a la concentracion de metal en el suelo. En
contraste en el experimento 2 no se encontraron diferencias significativas en esta
relacion; sin embargo puede verse que los tratamientos con metales presentan una
relacion levemente menor al control, indicando que en los mismos se afecto6 tanto el
crecimiento aéreo como radical de las plantas.

En la Figura 6.6 se observa la TCR de los experimentos 1 y 2. En dicha figura
se puede ver que en ambos experimentos las TCR de los tratamientos con metales
fueron significativamente menores a los encontrados en los tratamientos control.
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Figura 6.6 Tasa de crecimiento relativo (TCR) de los experimentos 1 y 2.
Valores promedio + desvio estandar. Letras distintas indican diferencias significativas
entre tratamientos (p<0,05).

En la figura 6.6 se observa que en el experimento 1 el tratamiento nivel A tuvo
una tasa cercana a cero; sin embargo, en ambos niveles de metales en el suelo no se
registraron tasas negativas de crecimiento. En el experimento 2, en cambio, la TCR
fue negativa en ambos niveles de metales en suelo; una posible explicacion podria
residir en el hecho de que las plantas de este experimento sufrieron una gran pérdida
de hojas durante el transcurso del mismo, las cuales no fueron contabilizadas para la
medicion de la biomasa vegetal final.



il
Figura 6.7 Fotos tratamientos nivel M y nivel A respectivamente,
experimento 1.
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Figura 6.8 Fotos tratamientos nivel M y nivel A respectivamente,
experimento 2.

6.4 Discusion

Es ampliamente conocido que la absorcion y acumulacion de metales en
plantas produce variados efectos fitotoxicos en las mismas (Barceldé y col. 1988;
Sridhar y col. 2005). De acuerdo con nuestros resultados, la significativa reduccién del
area foliar sugeriria que los metales testeados han alcanzado concentraciones
fitotoxicas a nivel de hoja (Gothberg y col. 2004). Dicha reduccién del area foliar podria
estar asociada con una mayor senescencia foliar en los tratamientos enriquecidos con
metales, dado que las plantas de estos ultimos sufrieron una fuerte reduccion de la
superficie aérea a pocos dias de comenzado el experimento. En este sentido, Barcelo
& Porschenrieder (1990) informaron que el estrés por metales pesados en plantas
sensibles puede inducir una serie de eventos que llevan a la disminucién de las
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perdida de agua, por ejemplo mediante una reducciéon en el nimero y tamarno de
hojas.

Uno de los pardmetros mas afectados fue la produccion de flores,
especialmente en el experimento 2. Cabe sefalar que si bien en ambos experimentos
el crecimiento y desarrollo de flores fue afectado, las flores resultaron de aceptable
calidad visual y color. De acuerdo con Tooke y col. (2005) el estrés por metales
pesados causa retraso en la floraciéon ya que la formacién de flores esta directamente
relacionada con las condiciones ambientales. En este sentido Saikkonen y col. (1998)
informaron una reduccién en el numero de flores de Potentilla anserine en respuesta al
tratamiento con una solucién de 200 pg.g™' Cuy 100 pg.g™' Ni, pero no encontraron
efecto alguno sobre la fecha de floracién. Otros autores (Brun y col.2003; Ryser &
Sauder, 2006), también encontraron un recambio mas lento de las hojas debido al
retraso y reduccién de la floraciéon. Finalmente, se ha encontrado que el tiempo de
antesis y la maduracién de semillas de Silene vulgaris varia entre plantas que crecen
en suelos con diferentes contenidos de metales pesados (Ernst & Nelissen, 2000).

En ambos experimentos los metales influenciaron negativamente el crecimiento
en altura y diametro de las plantas. El retraso en el crecimiento es una respuesta
comunmente observada en una amplia gama de plantas que crecen en suelos
enriquecidos con metales (Baker & Walker, 1989). Varios autores (Hasnain & Sabri,
1997; Pasternak y col. 2005) han informado que los metales inhiben la elongacién de
raices, parte aérea y tallos, y reducen el nimero y diametro de los haces vasculares
(Barcel6é & Poschenrieder, 1990). Los efectos adversos del Cr sobre la altura de planta
y crecimiento de la parte aérea han sido informados por otros autores (Hanus &
Tomas, 1993; Rout y col. 1997).

Los metales ejercieron efectos adversos tanto sobre el crecimiento aéreo como
sobre el crecimiento radical de las plantas (Ernst y col. 1992; Ashmore 1997). Se ha
demostrado que los efectos primarios de toxicidad por metales pesados se producen
en las raices, las que muestran una menor elongacién (Marchner, 1986; Lambers y
col.1998); Por otro lado, la gran disminucion del peso seco aéreo sobre todo en el
experimento 2, coincide con lo publicado por otros autores para varios metales
(Krédmer y col. 1996; Hajiboland, 2005). Es conocido que la relacién entre las
diferentes partes de una planta, raices vs. parte aérea, por ejemplo, estan
determinadas genéticamente pero pueden ser modificadas por el ambiente; asi, la
relacion raiz/parte aérea es un factor dependiente de la distribucién de los
fotoasimilados, cuya producciéon y distribucién esta supeditada a los estimulos
ambientales (Rogers y col. 1996); también depende de la capacidad del vegetal para
modificar la distribucion de materia seca, de manera que le permita tolerar las
condiciones adversas en que se desarrolla; es sabido que la relacién raiz/tallo se
incrementa en condiciones de estrés hidrico de modo de facilitar la absorciéon de agua
y nutrientes (Lambers, 1998). El aumento de esta relacion en el experimento 1
coincide con los resultados obtenidos por Larbi y col. (2002), quienes encontraron un
incremento de la relacién raiz/tallo de plantas de Beta vulgaris expuestas a Cd y Pb en
hidroponia. En el experimento 2 esta relacion se mantuvo similar entre tratamientos lo
que indicaria que en este experimento resultdé muy afectado ademas del peso aéreo, el
peso radical. Esto concuerda con lo informado por Kukkola y col. (2000) quienes
encontraron una marcada reduccién en la asignacion de biomasa a raices de P.
silvestris cuando fueron agregados conjuntamente Ni y Cu, en hidroponia. Las
respuestas contrastantes en nuestros experimentos podrian estar asociadas a las
diferentes combinaciones de metales, y también a las condiciones generales de
crecimiento de cada experimento.
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Finalmente, la TCR la cual indica la acumulaciéon de biomasa presente, por
unidad de biomasa producida y por unidad de tiempo, fue significativamente menor en
los suelos enriquecidos con metales. Esta reduccion en las TCR en los tratamientos
con metales concuerda con los resultados de otros autores (Stratford y col.1984;
Haag-Kerwer y col. 1999). En el experimento 1 el nivel A tuvo una tasa cercana a cero;
en el experimento 2 la TCR a ambos niveles de metales fue negativa, lo cual sugeriria
que en ellos la proporcién de biomasa disminuyé durante el ciclo de crecimiento
debido a la mayor senescencia y muerte de hojas (Davidson & Campbell, 1984)
registradas a lo largo del experimento. En este sentido, es sabido que los cambios
morfolégicos pueden contribuir a reducir las tasas de crecimiento de plantas expuestas
a metales; de este modo, una alta proporcion de biomasa foliar favorece altas tasas de
crecimiento, mientras que una proporcién elevada de biomasa radical correlaciona
negativamente con la TCR (Reich y col. 1998; Antlinez y col. 2001).

6.5 Conclusiones

Nuestros datos indican que aun niveles medios de metales en los suelos puede
influir no s6lo sobre el crecimiento, sino sobre la calidad ornamental de las plantas de
P. hortorum. Tanto el peso aéreo como radical se vieron afectados con las
concentraciones crecientes de metales en el suelo, resultando especialmente
afectados la formacion de nuevas hojas y flores. Sin embargo, pese a los efectos
negativos observados, las plantas fueron capaces de continuar su crecimiento y
completar su ciclo biolégico con produccion de flores, sobre todo en el tratamiento
nivel M.

La hipdtesis 6.1 no fue confirmada por los resultados obtenidos. En ambos
experimentos la aplicacion de dosis crecientes de metales causaron un decrecimiento
significativo en varios de los parametros ornamentales medidos; los efectos deletéreos
fueron mas severos al pasar del nivel M al alto y con el tiempo de exposicion. Uno de
los parametros mas afectados fueron el area foliar y la produccion de flores, siendo
este dltimo factor, precisamente de mayor importancia en la comercializacion de estas
plantas ornamentales.



ANEXO
Tolerancia y capacidad de acumulacion de seis metales, en tres especies del
género Pelargonium

1. Introduccion

Como se mencioné en la introduccién, los procesos industriales, la mineria y
otras actividades humanas han dado lugar a una considerable contaminacién de los
suelos con metales pesados y otros contaminantes en algunas areas. La consecuente
acumulacién de estos metales en plantas vasculares provoca respuestas bioquimicas
y fisioldgicas significativas, modificando varios procesos metabdlicos (MacFarlane y
col. 2003). De acuerdo con Clijsters y col. (1999) clorosis en hojas y reducciones en la
produccién de biomasa son frecuentemente observadas en cultivos que crecen en
suelos contaminados con niveles moderados de metales pesados.

Para la descontaminacién del suelo estan disponibles varias técnicas, pero la
posibilidad de utilizar plantas para fitoextraccion, ha recibido un interés considerable
en los ultimos anos. La mayoria de las técnicas tradicionales son muy costosas, y
pueden resultar en un deterioro de la calidad del suelo. Por otro lado, los estudios
sobre fitoextraccién se han centrado inicialmente en plantas hiperacumuladoras de
metales (Blaylock & Huang, 2000), las cuales pueden tolerar altos niveles de ciertos
metales en el suelo, y acumular 100-1000-veces los niveles normalmente acumulados
por la mayoria de las especies, sin efectos adversos en su crecimiento (Reeves &
Baker, 2000). Sin embargo, las especies hiperacumuladoras suelen ser pequenas,
poseen tasas de crecimiento bajas, y no poseen valor econémico. Una mayor
producciéon de biomasa vegetal puede compensar una capacidad relativamente baja
de acumulacion de metales, resultando en mayor acumulaciéon y remocion de metales
desde el suelo. Por lo tanto, la identificacion de nuevas especies con mayor
produccién de biomasa, sumado a la habilidad para tolerar y acumular varios metales
pueden ser una alternativa interesante, con varias ventajas adicionales (Perttu, 1999).

Ademas, la capacidad de las plantas para bioacumular metales varia segun la
especie vegetal y la naturaleza de los contaminantes; estas diferencias en la absorcion
de metales pueden ser atribuidas a la capacidad de retencion del metal por el suelo y
a la interaccion planta-raiz- metal (Naidu y col. 2003). En este sentido, las reacciones
quimicas, que tienen lugar en el suelo, controlan el movimiento de los metales dentro
del mismo y su absorcién por las plantas (Tiller, 1989). Por ejemplo, la barrera suelo-
planta limita la transmisién de Pb a la cadena alimenticia, ya sea por procesos de
inmovilizacién quimica en el suelo (Bolan y col. 2003), o limitando el crecimiento de las
plantas antes que el Pb alcance niveles toxicos para el ser humano. Por otro lado,
como fue mencionado en la introduccién general las plantas no pueden acceder al
“pool” total de metales presentes en el suelo, siendo los metales en la solucién del
suelo los que se encuentran disponibles para su absorcion por las mismas (Marschner,
1986; Whitehead, 2000).

La mayor parte de los estudios de especies candidatas para remediaciéon se
basan en la interpretacion de las concentraciones de metales en los tejidos de las
plantas (Nanda-Kumar y col. 1995; Huang & Cunningham, 1996; Huang y col. 1997).
Sin embargo, el uso del Factor de Bioconcentracion (BCF) provee una mejor
aproximacion a fin de comparar la efectividad de las plantas en concentrar metales
desde el suelo (Robinson y col. 1998; Audet & Charest, 2007). Se considera plantas
hiperacumuladoras a aquellas que presentan un BCF > 1.0 (Cluis, 2004; Ghosh &
Singh, 2005). Finalmente, en suelos contaminados por metales, tiene especial interés
el andlisis de nutrientes basicos en los tejidos de la planta, ya que concentraciones

Publicacion derivada: Orrofio, D.; H. Benitez and R.S. Lavado. 2009. Effect of heavy metals in soils on biomass
production and plant element accumulation of Pelargonium and Chrysanthemum species. Agrochimica 53:168-176.
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elevadas de los primeros pueden interferir negativamente en la absorcion y transporte
de los segundos (Hagemeyer, 1999; Siedlecka y col. 2001). Por ejemplo, de acuerdo
con Siedlecka (1995) los metales pesados pueden causar deficiencias de nutrientes y
hasta cambiar las concentraciones de nutrientes basicos tales como nitrégeno y
fésforo en los tejidos de las plantas.

Tras la identificacién de especies de Pelargonium aromaticas tolerantes y
capaces de acumular altas concentraciones de Cd, Ni (Dan y col. 2002) y Pb
(KrishnaRaj y col. 2000; Arshad y col. 2008) en sus tejidos, otras especies de este
género ameritan ser estudiadas con fines de fitorremediacion. Por otro lado, es
conocido que las especies vegetales e incluso, las variedades, difieren entre si en su
capacidad para absorber metales, acumularlos y tolerarlos (Alloway & Jackson, 1991;
McNair y col. 2000; Kramer y col. 2000; Angelova y col. 2004). A partir del
conocimiento de la variabilidad interespecifica planteamos la hipotesis de que la
tolerancia y acumulacion de niveles elevados de varios metales varia entre las
distintas especies pertenecientes al género Pelargonium. Por lo tanto, los objetivos
generales de este Anexo son evaluar la tolerancia de las tres especies del género
sometidas al efecto simultdneo de 6 metales, analizando el suministro de metales
desde el suelo, la acumulacién de los mismos en planta, y sus efectos sobre la
composicién quimica de la planta. La idea subyacente es seleccionar la especie que
presente mejor comportamiento, para estudios especificos.

2. Materiales y métodos

Se desarrollaron tres experimentos en invernaculo, utilizando un suelo cuya
caracterizacion quimica vy fisica ya fue indicada en el Cuadro 2.1 del capitulo Il. Los
tratamientos, consistieron en un suelo control, no contaminado y dos niveles de
contaminacién con metales (nivel M y A); los metales estudiados fueron Cd, Cu, Cr, Ni,
Pb y Zn aplicados al suelo en forma de sales solubles en base a la técnica indicada en
el capitulo Il.

Los experimentos se llevaron a cabo en tres especies del género Pelargonium:
malvén (P. hortorum), geranio (P. peltatum) y malva rosa o geranio limén (P.
graveolens). Los primeros dos son ornamentales y el tercero aromatico. El disefio
experimental utilizado fue completamente al azar con 11 repeticiones por tratamiento
en los casos de P. hortorumy P. peltatum y 3 repeticiones por tratamiento en el caso
de P. graveolens; en esta Ultima especie el escaso numero de repeticiones se debi6 a
dificultades para obtener plantulas de esta especie. Los experimentos se realizaron en
macetas conteniendo 2 kg de suelo, y se utilizaron plantas homogéneas en tamafio y
peso. Cada maceta constituyd una unidad experimental. Las plantas permanecieron
en invernadero durante 16 semanas, momento en que se realiz6 la cosecha.

2.1 Determinacion de peso seco aéreo y radical e indice de tolerancia (TIN)

Las plantas pertenecientes a cada tratamiento fueron cosechadas en el mismo
momento, lavadas cuidadosamente con agua destilada, y divididas en partes aéreas y
radicales. Se procedié luego al secado en estufa hasta peso constante durante
aproximadamente 72 horas, y se determind el peso seco de la biomasa aérea y
radical.

A fin de evaluar los efectos del estrés impuesto, se calculd la tolerancia de las
especies ya que por tratarse de especies con un posible fin de remediacion, la
produccion de materia seca es una de las caracteristicas mas importantes a tener en
cuenta. Los pesos secos de las plantas creciendo en los suelos contaminados fueron
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expresados como porcentaje del crecimiento en el suelo control a fin de determinar el
indice de tolerancia de las mismas.

TIN = Peso seco promedio plantas en suelo con metales *100
Peso seco promedio plantas en suelo control

2.2 Determinacién de metales disponibles (DTPA), pH y conductividad eléctrica (CE)

En el suelo se determinaron ademdas los metales disponibles, mediante el
método del DTPA (Sparks, 1996); el mismo, se llevd a cabo agregando 20 ml de
solucién AB-DTPA (Bicarbonato de amonio-Acido dietilenamino pentacético) a 10 g de
suelo seco colocados en erlenmeyers de 125 ml; luego se procedioé a agitar durante 15
minutos aproximadamente en agitador reciproco a 180 ciclos/minuto, y se filtr6 la
solucion resultante a través de papel Whatman n? 45; finalmente se determinaron los
elementos de interés en el filirado. Ademas se determinaron pH y conductividad
eléctrica (CE) utilizando una relacién suelo: agua 1:2,5.

2.3 Concentracion de macro y micronutrientes en los tejidos las plantas y Factor de
Bioconcentracién (BCF)

Las plantas completas (parte aérea+raices) fueron molidas a fin de realizar las
determinaciones analiticas de los metales (Cd, Cr, Cu, Ni, Pb y Zn) macro (N, P, K,
Ca, Mg y Na) y dos micronutrientes (Fe y Mn) con las técnicas indicadas en el capitulo
Il. La concentracion de metales se determind mediante ICP-OES, Nitrégeno total por el
método de Kjeldhal y fésforo por colorimetria de vanadomolibdato (Sparks y col. 1996).

Las 3 especies fueron también evaluadas en base a su habilidad para absorber
metales de los suelos. Para tal fin fue calculado el BCF; este provee un indice sobre la
habilidad de la plantas para acumular un metal en particular con respecto a su
concentracién en el sustrato del suelo (Zayed y col. 1998). El mismo fue calculado
como:

Factor de Bioconcentracién= Concentracién promedio de metales en planta (mg.kg™)
Metales agregados al suelo (mg.kg™)

2.4 Analisis estadistico

Se realizaron analisis de varianza individuales para cada especie y variable
estudiada mediante el programa Statistix 8.0. Los datos fueron analizados a través de
ANOVA de una via (One-way ANOVA) a fin de determinar diferencias significativas en
biomasa, acumulacién de metales, macro y micro nutrientes como resultado de los
tratamientos, previa comprobacion de homogeneidad de varianzas (test de Bartlett).
Las diferencias entre medias de los tratamientos se compararon a través del test de
Tukey (p < 0,05).

3. Resultados

3.1 Determinacién de peso seco aéreo y radical e indice de tolerancia (TIN)
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En la Figura A.1 se muestra el peso seco aéreo y radical de P hortorum, P.
Peltatumy P. graveolens por tratamiento. En el nivel A se comprometié seriamente el
crecimiento vegetal a partir del tercer mes de experimento; por este motivo las plantas
del nivel A se cosecharon un mes antes de finalizar el experimento. En el caso de P
hortorum (Figura A.1 A) tanto la biomasa aérea como la radical fueron poco afectadas
con los niveles crecientes de metales en el suelo; en contraste, en los casos P.
Peltatum y P. graveolens la produccién de biomasa fue muy afectada para ambos
niveles de metales en el suelo (Figuras A.1 B y C). Especialmente P. graveolens sufri6
una fuerte reduccioén del crecimiento aéreo y radical en ambos niveles de metales en el
suelo.
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Figura A.1 Peso seco aéreo y radical de P hortorum, P. Peltatumy P. graveolens en el
suelo control, nivel M y nivel A. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos.

Los 2 tratamientos con agregado de metales afectaron significativamente el
normal crecimiento de las plantas, incrementdndose el efecto téxico con la
concentracion aplicada. Las tres especies muestran un indice de tolerancia menor al
100 % en los tratamientos con metales (Figura A.2).
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Figura A.2 indice de tolerancia (TIN) de P. hortorum, P. Peltatumy P. graveolens en
los tratamientos nivel My A.

P. hortorum mostré un indice superior a las otras 2 especies, incluso en el
tratamiento concentracion alta. P. peltatum resulto afectada sobre todo a la
concentracién mas alta de metales, mientras que P. graveolens fue severamente a
ambas concentraciones. En promedio los suelos enriquecidos con metales causaron
un 75% de reduccién en la biomasa total de P. peltatumy P. graveolens

3.2 Determinacién de metales disponibles (DTPA), pH y conductividad eléctrica (CE)

En el Cuadro A.1 se muestran los niveles de metales disponibles luego de la
estabilizacién del suelo; los mismos fueron bajos y dentro de valores normales en el
suelo control (Lavado y col. 2004), y aumentaron a medida que aumento el nivel de
metales en el suelo, excepto en los casos de Cd, Pb y Zn. Los niveles crecientes de
metales aumentaron en forma significativa los metales asimilables en el nivel M como
en el nivel A (Cuadro A.1). Los contenidos biodisponibles fueron en general
relativamente altos en relacién al contenido total aplicado. La disponibilidad y
movilidad de los metales aplicados en el nivel M sigui6 el orden Zn > Ni > Cu > Pb >Cd
> Cr. Este patrén cambi6 en el nivel A siendo Zn > Ni > Cu > Cd >Pb > Cr.

Cuadro A.1 Concentraciones promedio de metales extraidos con DTPA en el suelo
(mg/kg). Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos.

Concentracion de metal (mg/kg)
Cu Pb Zn Cd Cr Ni
5,8+ 0,0c 1,3 0,2b 4,7+ 0,3b 0,1+ 0,0b ND (LD=2,0) 1,2+ 0,0c

123,3+7,5b 94,2+ 48,7a  248,0+6,2a 9,9+0,5a 61,9+£16,4b 138,2+ 8,9b

170,4+ 21 4a 49,2+324a 248,5+39,4a 11,6+0,5a 64,3+19,0a 187,8+16,3a
ND (no detectado) y LD (valor del limite de deteccién).

En el Cuadro A.2 se muestra como varia el pH y la CE en los suelos control,
nivel M y nivel alto. Como resultado de la aplicacion de sales de metales, en los suelos
enriquecidos con metales se observé una leve disminucién del pH y un aumento en la
conductividad eléctrica. Esto coincide con lo encontrado posteriormente y presentado
en el capitulo IV.



Cuadro A.2 pH y CE (ds.m™) de los suelos por tratamiento. Promedios + desvio

estandar.

3.3 Concentracion de macro y micronutrientes en los tejidos las plantas y Factor de
Bioconcentracién (BCF)

pH

Tratamiento

CE
(ds.m-1)

Control 5.5+ 0.06

Nivel M 4.7+ 0.21

Nivel A 4.6+ 0.05

0.3+ 0.01

1.7+ 0.07

1.7+ 0.04
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En el Cuadro A.3 se observa como varia la composicién quimica de las plantas
enteras de P hortorum, P. Peltatumy P. graveolens en los tratamientos control, nivel M

y nivel A.

Cuadro A.3 Concentracion de macro y micronutrientes en plantas enteras por
tratamiento. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos.

Tratamiento N P K Ca Mg Na Mn Fe
%o Y% Y% Y% Y% Y% ppm ppm
P. hortorum
Control 14c 02 1,80 26b 0,1c 0,2b 156,72 117,8b
Nivel M 16b 03b 20ab 34a 05b 0,3a 216,0a 65,7c
Nivel A 20a 06a 2,1a 3,72 06a 0,32 250,0a 162,0a
P. peltatum
Control 15¢ 02b 1,8ab 23c 0,2¢c 0,2b 200,00 114,5¢
Nivel M 1,80 03a 20a 34b 0,6b 04a 207,0ab 96,0b
Nivel A 23a 04a 21ba 5,2a 0,72 0,4a 233,0a 125,9a
P. graveolens
Control 15a 0,2a 1,4a 23a 0,1a 0,3a 537,3a 123,7a
Nivel M 1,5a 0,2a 2,0a 20a 0,1a 0,2a 393,3a 186,2b
Nivel A 14a 0,2a 20a 1,52 0,1a 1,5a 266,3a 132,4b

En el caso de P hortorum, P. Peltatum, las concentraciones de nutrientes se
incrementaron significativamente a medida que se incremento la concentracion de
metales en suelo. P. graveolens, en cambio, no mostr6 cambios importantes en
relacion a los nutrientes pese a las concentraciones crecientes de metales en el suelo.

En la Figura A.3 se muestra la concentracion promedio de metales en las 3
especies. En ella se observa que en general la concentracion de metales en las
plantas se incrementé a medida que aumenté la concentracién de metales aplicada al
suelo. La excepcion fue Cu, el cual se encontré dentro del rango normal en las 3

especies.
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Figura A.3 Concentracion promedio * desvio estandar de metales en plantas enteras
(mg/kg) por tratamiento. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos. *Concentracion en planta x 10.

En el Cuadro A.4 se muestra el BCF para las 3 especies. Este da una idea de
la movilidad de los metales aplicados al suelo.

Cuadro A.4 Factores de Bioconcentracion para P hortorum, P. Peltatum y P.
graveolens en funcioén de los tratamientos.

Metal P. hortorum P. peltatum P. graveolens
Control Nivel M Nivel A Control  Nivel M Nivel A | Control Nivel M Nivel A
Pb 0,08 0,03 0,14 0,08 0,06 0,12 0,08 0.00 0.00
Zn 2,59 6,12 6,42 2,33 8,56 11,14 5,76 2,41 5,57
Cu 0,38 0,04 0,02 0,38 0,04 0,02 0,38 0,04 0,02
Cr 0,04 0,02 0,02 0,04 0,03 0,02 0,12 0,09 0,07
Cd 0,30 0,37 2,50 0,10 1,92 26,15 0,31 0,38 0,60
Ni 0,03 0,20 0,59 0,03 0,45 0,72 0,04 0,41 0,31

Estos coeficientes fueron bajos para Cr, Cu, Ni y Pb y relativamente altos para
Cd y Zn especialmente en los casos de P. hortorum y P. peltatum. En general los
valores de este coeficiente se incrementaron para Cd, Ni y Zn al pasar del nivel M al
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nivel A. Cabe destacar que P. peltatum registro un incremento muy importante sobre
todo en el caso de Cd el cual paso de tener un BCF de 1,92 en el nivel M a 26,15 en el
nivel A.

Figura A.4 Fotos P. hortorum ftratamientos control, nivel M y nivel A
respectivamente.

Figura A.5 Fotos P. peltatum tratamientos control, nivel M y nivel A
respectivamente.
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Figura A.6 Fotos P. graveolens tratamientos control, nivel M y nivel A
respectivamente.

4. Discusion

En los tres experimentos en general la biomasa aérea fue mas afectada que la
biomasa de raices. Es conocido que los tejidos aéreos son mas sensibles a la
toxicidad por metales pesados que los tejidos de la raiz (Kahle, 1993; Lan y col. 1998).
Las plantas desarrollaron sintomas de fitotoxicidad, especialmente en el nivel A; estos
sintomas se manifestaron como manchas cloréticas y necréticas, senescencia
temprana de las hojas maduras, y menor nimero y tamafo de las flores y las hojas
(fenémeno no cuantificado). La inhibicién del crecimiento y reduccion en la produccién
de biomasa son respuestas comunes de las plantas superiores ante la toxicidad por
metales pesados (Quariti y col. 1997; Hadad y col. 2007). Por ejemplo, Nedhi y col
(1990) encontraron que Ni retraso significativamente la germinacion, e inhibié el
crecimiento y produccion de materia seca en plantas de maiz. Por otro lado, una
menor vida util de las raices, debido a la exposicidn a metales tdxicos, podria actuar
incrementando la asignacion de carbohidratos al sistema radical (Ulrich, 1985) lo cual
podria, eventualmente, reducir el crecimiento del tallo (Gussarsson, 1994).

El pH del suelo es el principal factor que condiciona el proceso de adsorcion de
los metales en el suelo, su actividad y disponibilidad (Alloway, 1995; Houba y col.
1996). La disminucién en el pH con respecto al suelo control suele atribuirse a
reacciones de hidrdlisis y a la adsorcién de los metales sobre los minerales del suelo.
Estas 2 reacciones liberan H+ en solucion (McBride, 1994). Los nitratos, cloruros y
sulfatos presentes en las sales de metales no sufren reacciones de hidrélisis, por lo
que no tendrian influencia sobre estos efectos de acidificacion, aunque tendrian
influencia sobre los aumentos de CE registrados; sin embargo en ningin caso los
valores de CE excedieron los limites de tolerancia en especies sensibles.

Es conocido que los metales pesados adicionados a los suelos se redistribuyen
y reparten lentamente entre los distintos componentes de la fase sdlida. Dicha
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redistribucion se caracteriza por una rapida retencién inicial y posteriores reacciones
lentas, dependiendo de las especies del metal, propiedades del suelo, nivel aplicado y
tiempo (Han y col. 2003). Nuestros resultados muestran que en general se observé un
aumento de la fraccion labil a medida que se incremento la concentracién de metales
en el suelo; sin embargo, Cd, Pb y Zn cambiaron muy poco su disponibilidad al pasar
del nivel M al alto, por lo que la solubilidad de estos 3 elementos pareceria ser menos
dependiente de la concentracion aplicada. Por otro lado, en concordancia con lo
encontrado en el capitulo Ill, Cd, Zn y Ni fueron los elementos mas labiles, mostrando
que son potencialmente mas biodisponibles, y Pb y Cr fueron los menos
biodisponibles. Las mayores disponibilidades de Cd, Zn y Ni pueden ser el resultado
de la creciente saturacion de los sitios de intercambio a medida que aumenta la
concentracion de metales en el suelo. Ademas, es conocido que la disponibilidad de
los metales para las plantas depende, entre otros factores, de la presencia simultanea
de varios metales en el suelo (Ernst & Nelissen, 2000). Nuestros resultados con
respecto a Cr coinciden con datos de otros autores (Maiz y col. 1997) quienes también
encontraron que en suelos urbanos de areas industriales de Atenas (Grecia) Cr fue el
elemento con menor disponibilidad en comparacién con Cu, Pby Zn.

Comparando nuestros resultados con datos de la bibliografia sobre estas
especies (Mills & Benton Jones 1996; Hamrick 2003), en las 3 algunos nutrientes
estuvieron por debajo de las concentraciones consideradas adecuadas para el normal
crecimiento (N, P, K), otros (Ca) en exceso, y otros (Fe, Na y Mg) dentro del rango
considerado normal; por otro lado, Mn se encontré debajo del rango considerado
normal para P. hortorumy P. peltatum y en exceso en el caso de P. graveolens (Mn).
Los valores encontrados para algunos nutrientes pueden estar relacionados con
interacciones con los metales aplicados al suelo; en este sentido se conoce que
algunos metales pesados, pueden influenciar significativamente la absorcion y
translocacion de nutrientes en plantas (Stoyanova & Doncheva, 2002; Dube y col.
2003; Sinha y col. 2006). Por ejemplo, la interaccién del Cd con elementos esenciales
causa desordenes fisiolégicos y cambios en el contenido de nutrientes de las plantas,
ademas de retrasos en el crecimiento y menor rendimiento (Sandalio y col. 2001;
Mazen, 2004). Otros autores encontraron que Pb compite con cationes divalentes para
el transporte en raices en plantas de arroz (Kim y col. 2002) y col (Sinha y col. 2006).
El Cr, debido a su similitud estructural con algunos elementos esenciales, puede
afectar la nutricion mineral de las plantas en un modo complejo (Barcelo y col. 1985).
Por otra parte, se sabe que el transporte de Cr es un mecanismo activo que involucra
“carriers” de aniones esenciales como el sulfato (Cervantes y col. 2001). Por ejemplo
Chatterjee y Chatterjee (2000) encontraron en plantas de coliflor que un exceso de Cr
(0,5 mM) causo una disminucién en la concentracion de Fe y afecto la translocacion a
parte aérea de P, S, Mn, Zn y Cu. Por lo tanto, un desbalance de nutrientes podria ser
sintoma de toxicidad por metales pesados (Yadav y col. 2009).

En general, la concentracion de metales en las plantas dependié del tipo de
metal y de la especie vegetal; las concentraciones de los metales en el tratamiento
control se encontraron dentro de los rangos normales en plantas (Alloway 1995;
Kabata-Pendias & Pendias, 2000). Las concentraciones de los metales en las tres
especies fueron mayores en los suelos enriquecidos con metales, con respecto a las
plantas creciendo en el suelo control. Con base en las concentraciones de metales
consideradas como normales en plantas, Kabata-Pendias & Pendias (2000)
propusieron los siguientes rango de valores criticos en plantas: 5-30 mg kg™ (Cd y
Cr), 20100 mg kg™ (Cu), 10-100 mg kg™ (Ni), 20-300 mg kg~' (Pb) y 100-400 mg
kg™ (Zn). Por tanto, estas plantas ornamentales acumularon altas concentraciones de
todos los metales excepto Cu. Las tres especies acumularon Zn en mayor proporcién
con respecto a los otros elementos, y en contraste Cu en menor proporciéon. Esto
ultimo podria ser resultado de una interaccion antagénica entre Cu y Zn (Adriano,
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2001) o de interacciones Cu-materia organica (Quia y col. 2003), analizadas en el
Capitulo lll. En general, la acumulacién de los metales restantes fue variable entre
especies, siendo Ni acumulado en las tres, mientras que Pb y Cd resultaron mas
acumulados en P. hortorum y P. peltatum. Esto contrasta con los resultados hallados
por otros autores (KrishnaRaj y col. 2000; Dan y col. 2002) quienes encontraron
hipertolerancia a Cd, Pb y Ni en plantas de geranio con esencias. Cromo fue tomado
por las 3 especies mostrando la mayor concentracion en los tejidos de P. graveolens;
normalmente, el Cr interfiere con diversos procesos metabdlicos, causando toxicidad
para las plantas, las cuales exhiben un crecimiento radicular reducido y menor
biomasa, clorosis, efectos perjudiciales en la fotosintesis, retraso del crecimiento
pudiendo finalizar con la muerte de las mismas (McGrath, 1982; Gardea-Torresdey y
col. 2004).

En general los valores de BCF fueron bajos y dentro de los 6rdenes de
magnitud informados por Alloway (1995) en las tres especies, excepto para Zn y Cd,
confirmando la mayor movilidad de estos elementos especialmente en las plantas de
P. hortorumy P. peltatum. El incremento registrado en el BCF para Cd, Ni y Zn sobre
todo en los casos de P. hortorum y P. peltatum al pasar del nivel M al alto podria
explicarse por los mayores porcentajes de fracciones biodisponibles a medida que
aumenta la concentracion de metales en suelo (Kabata-Pendias & Pendias, 2000).
Pelargonium graveolens, en cambio, ademas de disminuir su BCF en el caso de Ni al
pasar del nivel M al alto, presento valores de BCF inferiores a las otras 2 especies. En
este sentido, Pelargonium graveolens se comportaria como la mayor parte de las
especies que toleran la presencia de metales restringiendo su entrada en la raiz y su
transporte a los tejidos fotosintéticos (Baker, 1981).

5. Conclusiones

Nuestros resultados muestran que existe variacion entre las especies del
género Pelargonium estudiadas, en relacién con la produccion de biomasa y
concentracion de metales en planta entera. Algunas especies de Pelargonium
acumularon selectivamente un metal con respecto a otros. Por otra parte, de acuerdo
con los resultados, los metales influyeron en la nutricién mineral de las plantas,
especialmente en lo que respecta a N, P y K. La mejor respuesta en el crecimiento se
obtuvo con P. hortorum, en comparacion con P. peltatumy P. graveolens. De entre las
3 especies P. graveolens presento menor potencial de acumulacion de 5 de los
metales aplicados. P. hortorum fue la especie menos afectada a nivel produccién de
biomasa aérea y radical y, aparentemente a nivel calidad ornamental y, por tanto, es la
mas promisoria. Si bien P. hortorum y P. peltatum mostraron similar potencial de
acumulacién de metales, P. hortorum mostré mayor produccién de biomasa por lo que
la extraccién efectiva fue mayor.

Nuestra hipotesis acerca del uso de especies del género Pelargonium, distintas
a las indicadas por la bibliografia, en suelos enriquecidos con metales es aceptada ya
que P. hortorum acumuld los metales manteniendo relativamente estable su biomasa.
Por este motivo se sugiere a P. hortorum como candidata potencial para su ulterior
estudio.



CAPITULO VI
Discusion y conclusiones generales

Los metales pesados, como cadmio, cobre, plomo, cromo, zinc y niquel son
importantes contaminantes del medio ambiente, especialmente en zonas con alta
presion antropogénica (United States Environmental Protection Agency, 1997). La
contaminacién de suelos y aguas con metales pesados es un importante problema
ambiental que crece dia a dia en el mundo; en el pais existen diversos sitios
contaminados por metales pesados, comiunmente en ambientes periurbanos, aunque
existen pocos datos locales precisos sobre el tema (Lavado y col. 1998; Lavado y col.
1999; Lavado y col. 2004; Lavado y col. 2006b; Reyzabal y col. 2000); por lo tanto
hasta la fecha son escasos los estudios realizados para la remediacién de estos sitios.

Los métodos convencionales de remediacidon de suelos contaminados por
metales pesados son complejos y muy caros (Aboulroos y col. 2006). Esto llevo a la
busqueda de nuevas estrategias de remediacion, entre ellas la fitorremediacion, la cual
se caracteriza por ser una forma ecologica, segura y barata para remover los
contaminantes; ademas es estéticamente agradable, produce minimo disturbio del
medioambiente y posee buena aceptacion publica (Raskin & Ensley, 2000; Morikawa
& Erkin, 2003). La idea de utilizar plantas para reducir la carga de metales de suelos
contaminados provino del descubrimiento de diferentes plantas silvestres, a menudo
endémicas de suelos naturalmente metaliferos, las cuales acumulaban altas
concentraciones de metales en su follaje (Raskin y col. 1997). Las investigaciones
iniciales con el género Pelargonium realizadas con soluciones nutritivas demostraron
la hipertolerancia de plantas de una especie de geranio (Pelargonium sp.”Frensham?”),
las cuales fueron capaces de extraer y almacenar en sus raices y tallos grandes
cantidades de Pb, Cd y Ni (Saxena y col. 1999; KrishnaRaj y col. 2000; Dan y col.
2002). Investigaciones mas recientes en condiciones de campo, con varios cultivares
de Pelargonium aromaticos mostraron que tres cultivares resultaron ser
hiperacumuladores de Pb (Arshad y col. 2008).

A partir de las posibilidades potenciales de especies de este género, en esta
tesis se desarrollaron varios objetivos con el fin de develar una serie de incégnitas
enumeradas en el capitulo |. El presente capitulo esta constituido por tres secciones.
En la primera se revisan los objetivos y se hace una sintesis de los principales
resultados alcanzados; en la segunda se contestan las preguntas que subyacen al
objetivo general de esta tesis; finalmente en la tercera, se discuten las contribuciones
al avance del conocimiento y las potenciales lineas de investigacién a futuro.

7.1 Sintesis de los resultados principales

*Tolerancia y capacidad de acumulacion de seis metales, en tres especies del
género Pelargonium

Se desarrollaron tres experimentos preliminares en invernaculo a fin de
seleccionar una especie del género Pelargonium. Esto se describe en el Anexo. Los
tratamientos, consistieron en un suelo control, no contaminado y no enriquecido con
metales y dos niveles de enriquecimiento del suelo: nivel medio (M) y nivel alto (A) con
6 metales (Cd, Cr, Cu, Ni, Pb y Zn). Los experimentos se llevaron a cabo en tres
especies: Malvon (P. hortorum), Geranio (P. peltatum) y Malva rosa o Geranio limén
(P. graveolens). Los objetivos generales fueron evaluar la tolerancia de las tres
especies sometidas al efecto simultaneo de 6 metales, analizando el suministro de
metales desde el suelo, la acumulacion de los mismos en planta, y sus efectos sobre
la composicion quimica de las mismas. Se determiné el peso seco aéreo y radical, y el
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TIN de las 3 especies; en suelo se determinaron metales disponibles (DTPA), pH y
conductividad eléctrica (CE) y en plantas enteras concentracion de macro y
micronutrientes y el BCF. En el caso de P. hortorum tanto la biomasa aérea como la
radical fueron poco afectadas con los niveles crecientes de metales en el suelo; en
contraste, en P. peltatumy P. graveolens la produccion de biomasa fue muy afectada
para ambos niveles de metales en el suelo. Los niveles de metales disponibles fueron
bajos en el suelo control, y aumentaron a medida que aumenté el nivel de metales en
el suelo, excepto en los casos de Cd, Pb y Zn. Las tres especies mostraron un TIN
menor al 100 % en los tratamientos con metales, aunque P. hortorum mostré un indice
superior a las otras 2 especies, incluso en el tratamiento concentracion alta. En las 3
especies algunos nutrientes estuvieron por debajo de las concentraciones
consideradas adecuadas para el crecimiento (N, P, K), otros (Ca) en exceso, y otros
(Fe, Na y Mg) dentro del rango considerado normal. En el caso de los metales, en
general la concentracion en las plantas se incrementé a medida que aumenté el nivel
aplicado al suelo. La excepcion fue Cu, el cual se encontr6é dentro del rango normal en
las 3 especies. En general los valores de BCF fueron bajos, excepto para Zn y Cd,
confirmando la mayor movilidad de estos elementos especialmente en las plantas de
P. hortorumy P. peltatum. En base a los resultados P. hortorum fue la especie menos
afectada a nivel produccién de biomasa aérea y radical y, aparentemente a nivel
calidad ornamental y, por tanto, fue la especie utilizada de aqui en adelante en todos
los experimentos.

*Extraccion de metales de las fracciones quimicas y fisicas del suelo y
acumulacion en érganos de P. hortorum

En el capitulo Il los objetivos fueron investigar en que érgano de la especie
estudiada se produce la mayor acumulacién de los metales estudiados, y establecer
cuales son las formas quimicas y fisicas del suelo a partir de las cuales esta especie
extrae los metales. Para tal fin se realizaron 2 experimentos con 2 grupos de metales
separadamente (experimento 1: Cu, Zn, Pb; experimento 2: Cd, Cr, Ni); en ellos se
realizaron determinaciones de metales en raices, tallos, hojas y flores; en el suelo se
realizd el fraccionamiento quimico y fisico, y se intenté establecer correlaciones entre
la concentracion de metales en los érganos de P. hortorum y la concentracion en las
fracciones quimicas y fisicas. Los resultados muestran que, en lineas generales, la
acumulacién de metales fue maxima en las raices y decrecié en el siguiente orden:
tallos> hojas > flores. Cadmio, Cr y Ni fueron los elementos con menor translocacion a
hojas y flores. La concentracién de todos los metales aument6 sobre todo en raices y
tallos al pasar del nivel medio al alto. Los resultados obtenidos mediante el
fraccionamiento secuencial del suelo mostraron que en los suelos enriquecidos con
metales hubo una redistribucién e incremento de los mismos en las diferentes
fracciones; en el suelo control la fraccién residual es la predominante para todos los
metales, mientras que en los suelos enriquecidos con metales se observd un
incremento generalizado en las fracciones mas disponibles con respecto a la fraccion
residual. Cadmio, Ni y Zn fueron los elementos mas labiles, mostrando que son
potencialmente mas biodisponibles, mientras que Cr y Pb fueron los metales menos
labiles, con un alto porcentaje asociado a las fracciones unidas a carbonatos y
residual, respectivamente. Desde el punto de vista fisico, en general, los metales se
asociaron principalmente a la fraccién arcilla. La Unica excepcién fue Pb, el cual se
asocié en mayor proporcion a la fraccién limo (p<0,05). Los resultados de la fraccién
arena reflejan claramente que presenta baja capacidad para adsorber metales. En
general la absorcion de los metales por parte de P. hortorum estuvo asociada
principalmente a la fracciones soluble e intercambiable, unida a materia organica y
unida a carbonatos, (P <0,05) y en menor medida con la fraccién residual. En este
ultimo caso se encuentran Cu y Ni en hojas, Pb en tallos y hojas y Cd y Cr en los tres
organos. A diferencia de los demas elementos, Cr presentdé una correlacion
estadisticamente significativa especialmente con la fraccién IV y con la fraccién Il. En
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cuanto a las fracciones fisicas casi todos los metales mostraron una correlacion
significativa y positiva con el contenido de metales en las fracciones finas del suelo
(arcillas y limos); las excepciones fueron Cu y Zn en raices, y Pb en tallos los cuales
correlacionaron con el contenido de metales en la fraccién arena.

*Extraccion de metales desde la rizosfera y el volumen del suelo e interacciones
entre metales

Los objetivos del capitulo IV fueron evaluar la relacién entre los metales
acumulados en plantas de P. hortorum y los metales provenientes de la rizosfera o del
volumen de suelo, y por otro lado estimar las diferencias en la absorcién de cada metal
cuando se encuentra solo o cuando se encuentra en conjunto con otros. Los metales
utilizados fueron Cd, Cr, Cu, Ni, Pb y Zn agregados al suelo en aplicacion individual
(un metal), ternaria (tres metales) y multiple (6 metales). La aplicacién en forma
ternaria y multiple se realizé al nivel M y nivel A, y la aplicacion individual, se utiliz6 el
nivel A Unicamente. En el SR y en el SNR se determinaron pH, CE y metales
disponibles; en planta se determind el peso seco por érgano y la concentracion de
metales en raices, tallos, hojas y flores. Se efectuaron correlaciones a fin de evaluar la
relacion entre disponibilidad de metales en ambos suelos y absorcién por las plantas.
Los resultados mostraron que la exposicion a varios de los metales causé una
disminucién significativa en la biomasa aérea de varios tratamientos, resultando
especialmente afectados el peso seco de hojas y flores; excepto en el caso de Cr, las
aplicaciones multiples de metales mostraron un efecto sinérgico respecto al agregado
individual de los mismos, reduciendo significativamente el crecimiento de las plantas.
El Cr fue el elemento que individualmente ejerci6 el mayor efecto téxico sobre el
crecimiento. En varios de los tratamientos el pH del SNR fue mas acido que el del SR,
lo que sugiere que en esos casos la acidificacién de la rizosfera, no operé en la
disponibilidad de los metales. Solo para Cd y Ni y Zn en algunos tratamientos, la
concentracion de metales pesados disponibles en el SR fue significativamente
diferente al SNR. Por otro lado, Cr, Cu y Pb, sélo mostraron efecto significativo del
tratamiento en la disponibilidad. Las concentraciones de todos los metales en las
plantas siguieron el orden raices>tallos>hojas>flores. Excepto Cr, los metales
aplicados en forma individual, mostraron menor acumulacién en planta. Zinc ejercié un
efecto sinérgico sobre la acumulacion de Cd en aplicacién multiple; esto se tradujo en
un aumento de la concentracién de Cd en las raices, tallos y hojas de P. hortorum. Ni
mostré una interaccion antagénica con Cd en aplicacion ternaria; Plomo mostré un
antagonismo con Zn, siendo menor su absorcion, principalmente en aplicaciéon mdltiple
y ternaria. Finalmente, Cu presentd un sinergismo con los otros metales en aplicacion
multiple y ternaria. Los resultados del andlisis de correlacién muestran correlaciones
estadisticamente significativas entre la acumulaciéon en raices, tallos y hojas de P.
hortorumy el contenido de metales en el SR y SNR. Las excepciones fueron Cd, Cu y
Zn en algunos 6rganos de la planta.

*Efecto de la longitud del periodo de crecimiento de P. hortorum sobre la
eficiencia de la fitoextraccion

Los objetivos del capitulo V fueron determinar la acumulaciéon de metales y su
tasa de absorcion en la biomasa de raices, tallos, hojas y flores a lo largo de diferentes
momentos de cosecha; ademas evaluar el potencial de diversos indices de
acumulacién de metales para registrar las variaciones en la produccién de biomasa de
P. hortorum y la concentracion de metales. Se desarroll6 un experimento cuyos
tratamientos fueron: suelo control, y dos niveles de contaminacién (nivel M y nivel A)
con 6 metales (Cd, Cr, Cu, Ni, Pb y Zn). Para tal fin, se efectuaron cosechas
destructivas cada 30 dias aproximadamente, y se determinaron peso seco total,
radical y de los componentes de la biomasa aérea, y calculos TIN y TCR. En planta se
midieron metales en raices, tallos, hojas, y flores y se calcul6é la UR de los mismos.
Los resultados mostraron una reduccion significativa en la biomasa total en las plantas
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para la cosechas 3y 4 (P < 0,05) para los tratamientos con metales. El peso seco de
raices disminuy6 significativamente (P < 0,05) en el nivel A en relacién al control y el
nivel M pero no se observd efecto del momento de cosecha sobre este parametro.
Tallos y hojas mostraron una interaccion “tratamiento x momento de cosecha’
estadisticamente significativa (P < 0,05). En las plantas control la biomasa de estos 2
componentes fue mayor, mientras que en los tratamientos con metales el peso seco
de tallos se mantuvo estable mientras el peso de hojas tendié a disminuir. EI TIN arrojé
diferencias significativas entre momentos de cosecha (p < 0,05), mostrando en el nivel
M valores mayores al 100% para las cosechas 1 y 2, indicando un incremento neto en
biomasa en relaciéon al control. Sin embargo, los valores de este indice fueron muy
inferiores al 100% en la cosechas 3 y 4, mostrando menor crecimiento tanto en el nivel
M como en el nivel A. Por otro lado, los tratamientos con metales presentaron menores
TCR comparados con el tratamiento control; sin embargo dicha tasa se incremento a
lo largo del experimento, siendo superior para las cosechas 3 y 4 (p<0,05). La
concentracion de todos los metales siguié el orden (raices>tallos>hojas>flores). El
ANOVA revel6 un efecto significativo de los tratamientos en la concentraciéon de
metales en los diferentes 6rganos de las plantas (P < 0,05), aunque no hubo efecto del
momento de cosecha, excepto para los casos de Cd, Ni y Pb en raices; por otro lado,
la concentracion de Cd y Ni en raices mostré interaccion significativa “tratamiento x
momento de cosecha”. En contraste, la concentracion de metales en tallos y hojas no
arroj6 diferencias significativas a lo largo de las cosechas, aunque en el nivel A se
observo una disminucion en la concentracion de metales en las cosechas 3 y 4. En el
control la UR de Cu, fue estable tanto para raices como parte aérea; Zinc, en cambio,
mostré tasas variables en ambos érganos. En el nivel M la UR para Zn y Ni en raices
fue positiva al comienzo y al final del periodo de crecimiento, registrandose las
menores UR en la cosecha 3 aproximadamente. La UR para la biomasa aérea fue
generalmente positiva, aunque Ni y Zn, mostraron un decrecimiento en este parametro
a través las cosechas. Las UR para Cd, Cr, Cu, y Pb, tanto en raices como parte
aérea, fueron practicamente constantes a lo largo de las cosechas. En raices en el
nivel A la UR para Zn y Ni tuvieron tasas positivas al comienzo pero negativas al final
del periodo de crecimiento. Nuevamente, Cd, Cr, Cu y Pb mostraron tasas mas
estables. La biomasa aérea en el nivel A para el caso de de Cd y Ni mostré tasas
decrecientes a través del tiempo, llegando a tasas negativas. El resto de los elemento
mostraron tasas estables.

2]

*Cambios morfoldgicos inducidos por los metales y efectos sobre la calidad
ornamental de malvén

El objetivo del capitulo VI fue cuantificar el efecto de los metales sobre la
calidad ornamental de P. hortorum. Teniendo como base los experimentos descriptos
en el capitulo lll, en diferentes momentos desde el comienzo de los mismos se
realizaron determinaciones no destructivas de area foliar, area de flores, altura y
diametro de plantas. Ademas se determinacion peso seco, relacion raiz/parte aérea y
TCR de las plantas. De acuerdo con los resultados, en general los tratamientos con
metales mostraron una disminucion significativa en el area foliar con respecto al
control. En el experimento 2, los efectos sobre el area foliar fueron mas severos que
en el experimento 1. En el experimento 1 el area de flor siguié el orden control > nivel
M >nivel A desde el comienzo de las mediciones; el experimento 2 mostré una
tendencia similar, pero produjo muy pocas flores a lo largo del ensayo. Las variables
diametro y altura en el experimento 1 mostraron diferencias significativas hacia el final
del experimento, sobre todo para la dosis mas alta de metales. En el experimento 2,
en cambio, se encontraron diferencias significativas en diametro y altura desde la
primera fecha de muestreo. Sin embargo, al finalizar el experimento sélo se registraron
diferencias significativas en el diametro de las plantas con metales respecto al control.
El agregado de concentraciones crecientes de metales en el experimento 1, afect6 el
peso seco aéreo y radical en ambos niveles de metales en el suelo; el experimento 2
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mostré una tendencia similar, aunque en el nivel M sufri6 menos efectos sobre el
sistema radical. La relacion raiz/parte aérea se incremento significativamente (P <
0,05) en el experimento 1, lo que significa que la planta sacrificé la acumulacién de
biomasa en los érganos aéreos a favor de su desvio hacia las raices. En contraste en
el experimento 2 no se encontraron diferencias significativas en esta relaciéon; aunque
la tendencia muestra que los tratamientos con metales presentan una relacién
levemente menor al control, indicando que dichos tratamientos afectaron tanto el
crecimiento aéreo como radical de las plantas. En ambos experimentos las TCR de los
tratamientos con metales fueron significativamente menores a las encontradas en los
tratamientos control. En el experimento 1 el nivel A tuvo una tasa cercana a cero,
aungue no se registraron tasas negativas de crecimiento. En el experimento 2, en
cambio, la TCR fue negativa en ambos niveles de metales en suelo, mostrando que
las plantas de este experimento sufrieron una gran pérdida de hojas durante el
transcurso del mismo.

7.2 Respuestas a los principales interrogantes de la tesis

Previo a esta tesis existian muchos interrogantes, entre ellos

1) ¢ Cual es la fraccién quimica de donde extraen los metales?

2) ¢ Cual es la fraccion fisica de donde extraen los metales?

3) ¢Cual es el lugar del suelo, en relacion con las raices, de donde extraen los
metales?

4) ¢ En que érgano se acumulan los metales?

5) ¢, Cual es el momento del ciclo en el cual extraen los metales con mayor intensidad?
¢ Existe alguna tendencia de saturacién en la absorcion de los metales?

6) ¢la aplicacion de los metales tiene efectos negativos sobre la calidad ornamental de
las plantas?

1) Los resultados obtenidos mediante extraccion secuencial mostraron que en
el suelo control la fraccion residual fue la predominante para todos los metales
estudiados, mientras que en los suelos a los que se incorporaron metales se observo
un incremento en las fracciones mas disponibles. La absorcién de casi todos los
metales estuvo principalmente relacionada con fracciones |, Il, y lll, siendo éstas las
fracciones que mas contribuyeron a la biodisponibilidad de estos metales; El Cr y otros
metales también registraron una correlacion significativa con la fraccién IV. Estos
ultimos resultados contrastan con los que presenta la literatura y pueden ser objeto de
varias interpretaciones (errores de la metodologia de secuenciacion, procesos de
adsorcién y/o cristalizaciéon incompletos, etc). En oposiciéon a la hipétesis 3.2, la
absorcion de los metales pareceria estar relacionada con fracciones soluble e
intercambiable, unida a materia organica y unida a carbonatos, siendo éstas las
fracciones que mas contribuyeron a la biodisponibilidad de estos metales y solo en el
caso especifico del Cr y otros metales también con la fraccion residual.

2) Excepto en el caso de Pb, los resultados del fraccionamiento fisico del suelo
mostraron que los metales se asociaron principalmente a la fraccion arcilla, siendo las
fracciones finas (arcillas+limos) las que mas contribuyeron a la absorcion de metales
por parte de P. hortorum. La hipotesis 3.3 fue aceptada ya que la absorcion de casi
todos los metales por parte del cultivo correlaciond con los contenidos totales
encontrados en las fracciones finas y medias.

3) En general el pH de la rizosfera no varié significativamente respecto al pH
del volumen del suelo. Solo en los casos puntuales de Cd, Ni y Zn en los tratamientos
T2 (6 metales, nivel A) y T4 (Cu, Pb, Zn, nivel A) la concentracién de metales pesados
disponibles en el SR fue significativamente diferente al SNR. Por lo tanto nuestros
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resultados sugieren la rizosfera no desempend un papel preponderante en la
regulacién de la disponibilidad de los metales pesados en esta especie. La hipotesis
4.1 fue rechazada ya que para algunos elementos la absorcién estuvo vinculada a
factores como nivel de metales aplicados e interacciones con la matriz del suelo o con
otros elementos.

4) Los resultados de todos los experimentos realizados muestran en general la
misma tendencia: P. hortorum acumulé una alta proporcién de los metales en raices,
siendo menor la acumulacién en tallos, hojas y flores (raices>tallos> hojas > flores). La
hipotesis 3.1 fue aceptada ya que en base a los resultados obtenidos, la mayor
acumulacién se produjo en las raices de las plantas seguidas por tallos, hojas y flores.

5) En general, la longitud del periodo de crecimiento no tuvo efectos
significativos sobre la concentracion de metales en los érganos de P. hortorum,
excepto en los casos de Cd y Ni en raices. Nuestros resultados sugieren que la
capacidad de remocion de las plantas se mantuvo mas o menos estable a lo largo de
las cosechas. Por lo tanto, de ser utilizada esta especie en fitorremediacién, las
plantas deberian ser cosechadas cada un mes a fin de asegurar la maxima
exportacion de metales a cosecha. La hipoétesis 5.1 fue rechazada, ya que la mayor
velocidad de extraccion de los ET se presento en las etapas iniciales de crecimiento,
momento en que la biomasa de las plantas fue mayor, y la mayor acumulacién se
presento en raices.

6) Nuestros datos indican que aun en el niveles medios de metales en los
suelos puede influir no so6lo sobre el crecimiento, sino sobre la calidad ornamental de
las plantas de P. hortorum. El peso aéreo, el peso radical, altura y diametro de plantas
fueron afectados con las concentraciones crecientes de metales en el suelo,
resultando especialmente afectada la formacion de nuevas hojas y flores, y el tamafio
de las mismas. Sin embargo, pese a los efectos negativos observados, las plantas
fueron capaces de continuar su crecimiento y completar su ciclo biolégico con
produccion de flores de aceptable calidad visual, aunque de menor tamafo. La
hipétesis 6.1 fue rechazada.

7.3 Relevancia de los resultados obtenidos y respuestas al objetivo general

Los resultados del fraccionamiento secuencial mostraron que el
enriquecimiento del suelo con las sales de metales provoc6 un incremento
generalizado de los mismos en todas las fracciones, especialmente las mas
disponibles, respecto a los metales presentes en el suelo control. Por otro lado, la
absorcién por parte de P. hortorum estuvo vinculada a fracciones disponibles (fraccion
soluble) y no tan rapidamente disponibles (fracciones unidas a materia organica y
carbonatos) poniendo en evidencia la mayor biodisponibilidad en el corto plazo de los
metales que ingresan al suelo por accion antropogénica. La gran acumulacion de
metales en las fracciones finas y las correlaciones encontradas entre estas fracciones
y la absorcién por las plantas, muestran la importancia que tiene la composicion
granulométrica de los suelos como reservorio de metales pesados para las plantas. En
este sentido, suelos con texturas mas finas tendrian mayor contenido de metales para
su posterior absorcién por las plantas, que suelos de texturas mas gruesas o0 con
mayor porcentaje de arena. En general, la rizosfera no influyd en la solubilidad y
disponibilidad de los metales, por lo que en esta especie el mecanismo de
solubilizacién de metales no estaria relacionado con la acidificacién de la rizosfera.

En todos los experimentos realizados P. hortorum vio comprometida su
produccion de biomasa, principalmente aérea, lo cual se vio reflejado en TIN menores
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a 100% y bajas de TCR en relacion a los tratamientos control. Cromo fue el elemento
que mas afecto el crecimiento de las plantas cuando fue aplicado solo, mostrando ser
el mas téxico. Sin embargo, las aplicaciones multiples de metales en general tuvieron
un efecto sinérgico respecto del agregado individual o en forma ternaria de los
mismos, ejerciendo mayor efecto depresor sobre el crecimiento de las plantas. Por
otro lado, las plantas acumularon la mayor parte de los metales en raices
independientemente de la combinacion y concentracion de metales aplicadas. Estas
ultimas mostraron gran capacidad de acumulacién especialmente para Cr y Zn en el
experimento realizado en el capitulo Ill. So6lo en el capitulo IV, en los casos
particulares de Cd y Ni en combinaciéon multiple, y de Cr, cuando fue agregado solo,
las plantas acumularon en tallos cantidades de éstos metales equivalentes a plantas
hiperacumuladoras de metales. Sin embargo la gran pérdida de biomasa aérea
registrada en dichos tratamientos pone en duda la capacidad de esta especie como
hiperacumuladora de estos metales. Finalmente, en un experimento posterior la
longitud del periodo de crecimiento, en general, no mostré efectos significativos sobre
la capacidad de remocién de los metales, mostrando que la mayor acumulacién se
produce dentro del primer mes del transplante. Esto dltimo elevaria los costos de
fitorremediacién, ya que se requeririan varios transplantes y cosechas a lo largo del
ano a fin de mejorar la eficiencia del proceso. Por todo lo mencionado la especie
utilizada, en general, no mostré capacidad para hiperacumular metales, siendo
afectados varios de sus procesos productivos, asi como también su calidad comercial;
por lo tanto su utilidad en remediacion seria limitada, al menos con los niveles de
metales usados en esta tesis.

7.4 Contribuciones de la tesis al avance del conocimiento y potenciales lineas de
investigacion a futuro

Entre las contribuciones se pueden destacar

-El enfoque integral del proyecto, el cual considera la interaccion entre los factores
suelo y planta sumados ademas del trabajo en contenedores con suelo, mas complejo
y cercano a las condiciones reales de campo que la hidroponia, que es la forma usual
de desarrollar este tipo de investigaciones.

-El uso de una especie ornamental ya que la capacidad para acumular metales de
estas especies ha sido poco estudiada. Si bien la planta no mostré gran capacidad
para su uso en fitorremediacién la misma podria ser tomada como un "sistema
modelo” a fin mejorar la comprensién general de las interacciones suelo-planta-
metales contaminantes.

-La combinacién de fraccionamiento quimico y sobre todo del fraccionamiento fisico
del suelo, y la cuantificacién de la toma de metales desde cada fraccién por parte de
las raices.

-El estudio de la influencia de la rizosfera en la acumulacién de estos metales en
planta, que viene siendo estudiado desde hace muchos afos, aunque con resultados
contradictorios ante la presencia de distintas combinaciones de metales en el suelo;
ademas el estudio de los fendémenos de sinergismo y antagonismo entre metales, que
generalmente se estudia en pares de elementos, pero en este caso se trabaja con los
metales agrupados en combinaciones ternarias y de 6 elementos, tal como suele
encontrarse en condiciones reales.
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-Finalmente, la evaluaciéon de la calidad ornamental de estas plantas sometidas a
metales, constituye un aspecto tecnolégico para este tipo de cultivos no siempre
considerado.

A modo de sintesis, un aporte significativo al conocimiento de la
fitorremediacién proveniente del estudio de esta especie es que contribuyd a mejorar
la comprension de varios procesos a nivel suelo y planta, pudiendo tomarse como
base para futuros estudios de remediacién de suelos.

Potenciales lineas de investigacién a futuro

La tesis constituye un ejemplo profundo de investigacién en escala agronémica
de las posibilidades de una especie, en relacibn a su respuesta a un medio
enriquecido con metales pesados. De la tesis surgen varios temas que pueden llegar a
ser potenciales lineas de investigacion a futuro; entre ellos, dadas las limitaciones
encontradas en esta especie, el uso de otras especies ornamentales de valor latente,
ya que hasta el momento existe muy poca informacién acerca de plantas
ornamentales utilizadas para este proposito. Estas especies brindan una perspectiva
novedosa en la remediacién de suelos de areas urbanas y periurbanas contaminados
con metales en forma puntual (industrias, vertederos, cinturones horticolas, etc.), con
el beneficio econdmico de la recuperacién del suelo y la mejora del paisaje. Ademas
muchas de estas especies presentan un valor agregado (por ejemplo produccion de
aceites para la industria farmacéutica). Otra linea podria referirse a trabajar con P.
hortorum en sitios de contaminacion moderada, con niveles cercanos al nivel medio
usado en esta tesis o niveles inferiores a fin de observar su comportamiento bajo estas
condiciones. Por otro lado, lineas de investigacién tecnolégica podrian involucrar las
posibilidades de este cultivo ante un aporte importante de nutrientes adicionales, el
manejo de los residuos derivados de la fitorremediacion y la disposicién final de los
mismos, tema de intenso debate actual en el ambito cientifico y académico. A nivel
investigacion mas basica, la variada respuesta de la planta estudiada ante las distintas
situaciones de estrés a que fue sometida, permite plantear el avance a escala
bioquimica y analizar la formacién de radicales oxidantes y, como contrapartida, la
formacion de distintos antioxidantes.
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