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Abreviaturas

TS: Transecta sur

TN: Transecta norte

TE: Transecta este

TO: Transecta oeste

CE: Conductividad eléctrica

%MO: Porcentaje de materia organica.

Cuycl, Pbyci, Fenc, etc: concentracion del elemento en la fraccion extraible con HCI 0,5M
CUroja, PbHoja, Fenoja, tc: concentracion del elemento en hojas

CuUraiio, Pbraie, Ferao, €tc: concentracion del elemento en tallos

CURaiz, Pbraiz, Feraiz, €tc: concentracion del elemento en raices

CUagreo, Pbagreo, Feagreo, €1C: cOncentracion del elemento en la parte aérea de la planta

Pbl; Znl1; Cul: Concentracion de cada elemento en la fraccion 1 del suelo (extraccion
secuencial).

Pb2; Zn2; Cu2: Concentracion de cada elemento en la fraccion 2 del suelo (extraccion
secuencial).

Pb3; Zn3; Cu3: Concentracion de cada elemento en la fraccion 3 del suelo (extraccion
secuencial).

Pb4; Zn4; Cu4: Concentracion de cada elemento en la fraccion 4 del suelo (extraccion
secuencial).

Pb5; Zn5; Cu5: Concentracion de cada elemento en la fraccion 5 del suelo (extraccion
secuencial).

GCS: Guia para la calidad de suelo

GCS-SA: Guia para la calidad de suelo para la salud ambiental.
PS: Peso seco

FT: Factor de translocacion

FT R-T: Factor de translocacion de raiz a tallo

FT T-H: Factor de translocacion de tallo a hoja

FT R-A: Factor de translocacion de raiz a parte aérea

FBC: Factor de bioacumulacion



FTT: Factor de Transferencia Total

FTT R-A: Factor de Transferencia Total de raiz a parte aérea
FBE: Factor de Bioextraccion

ET: Extraccion total por planta

Caerea: Concentracion en parte aérea de la planta

Choja: Concentracion en hojas

Ctaio: Concentracion en tallos

BioM: biomasa

DS: desvio estandar

Triple: Tratamiento con biofertilizante triple (Bradyrhizobium japonicum + Azospirilum
brasilense + Pseudomonas fluorescens)

Ab + Pf. Tratamiento con biofertilizante con Azospirilum brasilense + Pseudomonas
fluorescens

Ab: Tratamiento con biofertilizante con Azospirilum brasilense

Pf: Tratamiento con biofertilizante con Pseudomonas fluorescens

C: Tratamiento Control

300: Tratamiento homogéneo con 300 mg Pb kg™ PS en suelo

600: Tratamiento homogéneo con 600 mg Pb kg™ PS en suelo

C-300: Tratamiento heterogéneo con suelo control y con suelo con 300 mg Pb kg™ PS
C-600: Tratamiento heterogéneo con suelo control y con suelo con 600 mg Pb kg™ PS
ns: diferencias estadisticamente no significativas (p>0,05)

2: Tratamiento realizado con suelo del sitio 2.

2+2: Tratamiento realizado con suelo del sitio 2, esterilizado y reinoculado con
microorganismos del sitio 2.

2+5: Tratamiento realizado con suelo del sitio 2, esterilizado y reinoculado con
microorganismos del sitio 5.

5: Tratamiento realizado con suelo del sitio 5.

5+5: Tratamiento realizado con suelo del sitio 5, esterilizado y reinoculado con
microorganismos del sitio 5.

5+2: Tratamiento realizado con suelo del sitio 5, esterilizado y reinoculado con
microorganismos del sitio 2.



T-Zn: Tratamiento realizado con suelo del sitio 5 enriquecido con Zn.

T-Cu: Tratamiento realizado con suelo del sitio 5 enriquecido con Cu.

Alta: Tratamiento realizado con suelo del sitio 5

Alta con auxinas: Tratamiento realizado con suelo del sitio 5 con adicién de auxinas.
Media: Tratamiento realizado con suelo del sitio 2

Media con auxinas: Tratamiento realizado con suelo del sitio 2 con adicion de auxinas.
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

TXRF: Fluorescencia de rayos X, reflexion total

DGGE: Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante

OIEA UN: Organizacion Internacional de Energia Atdmica, Naciones Unidas












Resumen

El objetivo de esta tesis fue desarrollar una metodologia y aportar conocimientos que
permitan aplicar técnicas de fitorremediacion en el tratamiento de suelos contaminados con
plomo, basadas en la evaluacion y empleo de especies nativas que crecen en la provincia de
Codrdoba, Argentina. Con esta finalidad se evaluaron las caracteristicas del suelo y la
contaminacién de este por metales pesados en un sitio afectado por actividades industriales.
Alli se realiz6 un muestreo y evaluacién de todas las especies nativas y silvestres presentes,
seleccionandose por su respuesta (tolerancia y acumulacién de Pb) a Tagetes minuta L. y
Bidens pilosa L. como especies de interés. Se realizaron experimentos en invernadero a fin
de profundizar el conocimiento sobre la incorporacion y translocacion de Pb, asi como de
los factores que podrian potenciarlo. Finalmente se estudié a campo el comportamiento de

las variables estudiadas experimentalmente en invernadero y laboratorio.

T. minuta y B. pilosa mostraron mayor eficiencia en la extraccion de Pb que la
internacionalmente reconocida como fitoextractora Brassica juncea. EI Pb extraido por
estas especies se acumuld principalmente en la raiz y en el tallo. Los valores mas elevados
de extraccion total de Pb por planta en T. minuta y B. pilosa se encontraron en los estudios
a campo, indicando que estas especies se comportan mejor como fitoextractoras en
situaciones reales que en las experimentales. Las variables relacionadas con la acumulacion
de Pb en las plantas fueron la concentracion de plomo en suelo, asi como la concentracion
de Zn y Cu en suelo y plantas. EIl Zn estuvo directamente asociado con la incorporacion y

translocacion de Pb, mientras que el Cu mostré fendmenos de competencia con el Pb.

La variabilidad de respuesta entre individuos fue sorprendentemente elevada, siendo
recomendable seleccionar un linaje de semillas de cada especie proveniente de plantas que
presenten mayor eficiencia fitoextractora de Pb. Esto permitiria mejorar la extraccion de Pb
de suelos y estudiar los mecanismos fisioldgicos implicados (tolerancia, detoxificacion,

sistemas de transporte y translocacion, etc.).

Los resultados obtenidos muestran la necesidad de ampliar el enfoque en las
investigaciones sobre fitorremediacion, integrando datos de concentracién y biomasa en

una tasa de extraccion neta que indique eficacia y eficiencia de extraccién de un metal,



criterios no considerados en los indices que fijan los factores de acumulacion tradicional.
En este contexto se proponen dos nuevos factores que representan un nuevo enfoque en el
estudio de la eficiencia de plantas que se emplean en fitorremediacion: el factor de

transferencia total y el factor de bioextraccion.



Abstract

The aim of this thesis was to develop a methodology for phytoremediation of lead
contaminated soils, based on the evaluation and use of native species growing in the
province of Cordoba, Argentina. Soil characteristics and heavy metal pollution were
evaluated at a site affected by industrial activities. There, we evaluated native and wild
species, being selected Tagetes minuta L. and Bidens pilosa L. as a species of concern.
Greenhouse experiments were conducted to increase the extraction and deepen the
knowledge about the uptake and translocation of Pb. Finally we studied the behavior in the
field of the variables addressed experimentally in the greenhouse.

Tagetes minuta and Bidens pilosa showed higher extraction efficiency of Pb than the
internationally recognized as phytoextractor, Brassica juncea. Pb extracted by these species
is accumulated in the root and shoot. The highest values of total removal of Pb by plant fpr
B. pilosa and T. minuta were found in field studies, indicating that they behave better in
real situations than in experimental ones. Variables responsible for Pb accumulation in
plants were soil lead concentration and other metals in soil and plants such as Zn and Cu.

Zn is necessary to incorporate and translocate Pb, whereas Cu showed competition with Pb.

The variability of response between individuals was surprisingly high, being
recommended to select a line of seeds of each species that presents greater efficiency
extracting Pb. This would improve the extraction of Pb and allow to study the physiological

mechanisms (tolerance, detoxification, transport and translocation systems, etc.).

The results show the need to broaden the focus in research on phytoremediation,
integrating data about biomass production and concentration indicating net extraction
efficiency and effectiveness, and not focus solely on the traditional criterion of
accumulation. In this context, two new factors to acquire such an approach are proposed:

total transfer factor and bioextraction factor.






Introduccion

La vida se desarrolla en una fraccion relativamente pequefia de nuestro planeta, a la
cual denominamos bi6sfera. Esta comprende la capa superficial de la Tierra y se define
como la fragil zona que es capaz de mantener la vida. Como tal, se compone de diversos
sistemas, los que son absolutamente necesarios para su mantenimiento y que incluyen la

materia viva, la materia biogénica, la materia inerte, y la materia bioinerte (Ghilarov, 1995).

El suelo es un claro componente de la materia bioinerte, ya que es producto de la
actividad y de la presencia de organismos, al mismo tiempo que de fendmenos fisico-
quimicos que han tenido, y tienen, lugar en él a lo largo de mucho tiempo. En este tipo de
materia ocurren la mayor cantidad de interacciones entre lo vivo y lo no vivo, permitiendo a
los organismos obtener los recursos que aseguren su supervivencia. Esto demuestra la
importancia del suelo en el sostenimiento de la vida, la complejidad del mismo y la de sus
interacciones con el resto de la biosfera. Al mismo tiempo, el suelo esta constituido por
todos los tipos de materia. De esta manera, los suelos son sistemas naturales abiertos y
complejos, que se forman en la superficie de la corteza terrestre y cuyas caracteristicas y
propiedades dependen de la accion de agentes climaticos, fisico-quimicos y biologicos que

acttan sobre los materiales geoldgicos durante un periodo de tiempo.

En general, las plantas, los animales y los microorganismos edaficos dependen del suelo
para sobrevivir. Ellos son sensibles a sus cambios de pH, de salinidad y de textura
participando en su transformacion, asi como en la circulacion de elementos en los que se

denominan ciclos biogeoquimicos.

De esta manera, el suelo es uno de los principales componentes del ecosistema y no
puede ser comprendido como un simple elemento geoldgico. Por el contrario, es un sistema
dinamico y abierto, que intercambia materia y energia con el entorno. Al interpretar al suelo
como un sistema se esta asumiendo que sus propiedades estan interrelacionadas, es decir
que si una cambia por algin motivo, muchas otras pueden cambiar a modo de una reaccion
en cadena (Seneviratne et al.,, 2010; Verboom y Pate, 2006). ElI complejo equilibrio

dinamico reinante en los suelos y su interaccion con el resto de la bidsfera es alterado por



diversos motivos, siendo de particular interés y de modo creciente a escala global en los

ultimos afos, la contaminacién de los mismos por metales pesados.

Contaminacion de suelos superficiales por metales pesados

El suelo es, y ha sido a lo largo de la historia, un importante sumidero de contaminantes
emitidos por las actividades humanas; pero al mismo tiempo puede actuar como fuente de
contaminantes cuando interactla con el agua, tanto en escorrentias como en infiltracion,
con el aire durante la erosién edlica, y con los seres vivos mediante la red trofica (Kabata-
Pendias y Pendias, 2001; Mico et al., 2006). Esta relacion con ambos roles, fuente y
sumidero, entre el suelo y el resto de los compartimientos del ambiente hace que el estudio
de la contaminacion de los suelos sea de alta prioridad ya que la productividad de los
mismos es fundamental para la supervivencia de la humanidad, y la contaminacion puede
comprometerla (Wienhold et al., 2004). En este contexto se define a la contaminacion de
los suelos como la presencia de alguna sustancia en una concentracion mayor a la natural o
“de fondo”, generalmente debido a alguna actividad humana, y que muestra un efecto
adverso, en detrimento del ambiente y sus componentes (Knox et al., 1999). También
puede definirse la contaminacion de los suelos en funcion de su calidad, entendiendo por
“calidad” no solo el nivel de productividad agropecuaria sino también la calidad y la
seguridad de los productos obtenidos, sobre todo los alimenticios (Karlen et al., 1997,
Wienhold et al., 2004).

La contaminacion de los suelos por metales pesados tiene lugar desde que el hombre
fue capaz de procesar minerales y fundir metales, actividad que conlleva principalmente,
concentraciones elevadas de éstos en suelos préoximos al desarrollo de la actividad.
Posteriormente, con los distintos avances tecnoldgicos surgieron nuevas fuentes de diversos
tipos de compuestos muchos de ellos contaminantes, sin embargo la contaminacion de
suelos por metales pesados sigue siendo una de las mas importantes debido a sus elevados
tiempos de residencia, puesto que a diferencia de los contaminantes organicos, los metales
pesados por ser elementos quimicos, no pueden ser degradados. De hecho, esta
documentado que la industria metalirgica medieval fue la principal responsable de la

contaminacién de suelos con plomo a gran escala, la que aun persiste en toda Europa
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(Brannvall et al., 1999). A esta caracteristica de persistencia, se suma el hecho de que se
acumulan a lo largo de las cadenas troficas (bioacumulacion y biomagnificacion), con

graves consecuencias sobre el ecosistema y la salud humana (Wu et al., 2010).

Origen y consecuencias de la contaminacion de los suelos
por metales pesados

La concentracion de metales pesados en suelos de origen natural, es el resultado de
procesos pedogénicos y esta varia dentro de un amplio rango. No obstante, en las Gltimas
décadas, la concentracion de estos elementos de origen natural se ha visto ampliamente
superada por el aporte proveniente de actividades humanas, incluso a gran escala (Mico et
al., 2006). Algunas de las fuentes de metales pesados de origen antropico que se han
reportado por su importancia en relacion a la contaminacion de suelos son la agricultura
mediante el uso de agroquimicos (pesticidas y fertilizantes) (Cheng, 2003; De Temmerman
et al., 2003; Nicholson et al., 2003, 2006), la deposicion atmosférica de contaminantes de
origen industrial (Nadal et al., 2009; Peltola y Astrom, 2003). Las ciudades en si mismas,
dentro de las cuales las emisiones mas relevantes son las vehiculares, también son
reconocidas como importantes fuentes de metales pesados que se depositan en suelos (Chen
et al., 2005; Cheng, 2003; Stein y Toselli, 1996), siendo posible encontrar un gradiente
marcado en la disminucion de la concentracion de estos metales en suelos a medida que
aumenta la distancia a las calles, rutas o autopistas (Béckstrom et al., 2004; Sutherland et
al., 2004).

Dentro de la amplia variedad de fuentes de metales pesados contaminantes de suelos, la
mas importante en términos de intensidad es la actividad industrial de fundiciones
metaliferas (Austin et al., 1993; Ettler et al., 2004; Komarek et al., 2007; Li y Thornton,
2001). Particularmente, las fundiciones de plomo que reciclan baterias acidas y que utilizan
como insumo baterias que han agotado su vida Gtil. Las mismas son sometidas a un proceso
de fundicion en hornos para obtener lingotes de plomo. Esta actividad surgié en paises
europeos y en los Estados Unidos de América a partir de la necesidad de recuperar el plomo
evitando a la vez su disposicion final como residuo peligroso (Ahmed, 1996). En otros

paises, como Malasia, el reciclado de baterias acidas representa la Unica fuente de plomo
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para usos industrales debido a la inexistencia de minas de plomo en el territorio (Phillips y
Lim, 1998). El plomo que se obtiene a partir de la actividad minera se denomina “de
produccion primaria”, mientras que el obtenido por medio del reciclado es “de produccion
secundaria”. Actualmente, el de produccion secundaria alcanza mas de la mitad de la
produccion global total, y proviene principalmente del reciclado de baterias (Ahmed, 1996).
Asi, en el territorio de los Estados Unidos de América el 92% del plomo proviene de

procesos secundarios (Kabata-Pendias y Mukherjee, 2007).

Si bien las industrias de fundicién del metal pueden y deben operar en condiciones que
produzcan minimas emisiones de contaminantes al ambiente, numerosos estudios han
reportado contaminacién por Pb en suelos y extensos dafios a la vegetacion, a los animales
y las personas que viven en zonas cercanas a distintas fundiciones de plomo en el mundo
(Cala y Kunimine, 2003; Dahmani-Muller et al., 2000; Mohammed et al., 1996; Ramirez,
2008). Pese a estas evidencias, en América Latina aun sigue siendo comun encontrar este
tipo de fundiciones en areas agricolas o residenciales (Lacasafia et al., 1996; Morales
Bonilla y Mauss, 1998; Ramirez, 2008; Sosa et al., 2008).

En relacion a su toxicidad, el plomo es uno de los contaminantes ambientales mas
toxicos y persistentes que se conocen (Tong et al., 2000). Si bien en muchos paises existen
rigurosas restricciones a la liberacion de este metal al ambiente, la contaminacion de suelos
por plomo continda siendo una de las mas serias amenazas para el hombre en el mundo
entero (Sanders et al., 2009).

La probabilidad de que se alcancen elevados niveles de Pb en suelo depende de factores
fisicos y quimicos de ese suelo, ademas de la presencia de fuentes de emision que liberen el
metal al ambiente en cualquiera de sus formas (s6lida, liquida y gaseosa). La forma quimica
en que se encuentre el metal definira su movilidad y biodisponibilidad como asi también el
tiempo de residencia en el suelo. La complejidad de todas las reacciones posibles en un
medio naturalmente heterogéneo como es el suelo, plantea la necesidad de disponer de
informacion especifica en cada caso de estudio a fin de predecir del modo mas certero
posble las consecuencias ecoldgicas de la contaminacion del suelo (Kabata-Pendias y
Pendias, 2001). Por ejemplo, los cultivos producidos en suelos agricolas contaminados con

plomo pueden presentar un aspecto y rendimiento normal y ser al mismo tiempo toxicos
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para el consumo humano y pese a que es globalmente aceptado que si la concentracion de
metales pesados en suelo se encuentra dentro de los limites legales los productos
agropecuarios son seguros (Kabata-Pendias y Pendias, 2001), se han documentado casos en
los que esto no es asi, especificamente para el caso de Pb (Salazar et al., 2012). Los efectos
de la contaminacion de suelos por metales pesados, en especial Pb, Cd y Hg, sobre la
calidad de los alimentos que se producen en éstos representa en la actualidad uno de los

mas preocupantes problemas ambientales a nivel mundial (UE, 2014; FAO-OMS, 2014)

En cuanto a los efectos del plomo sobre los ecosistemas, por presentar éste elevados
tiempos de residencia, es frecuente encontrarlo en la vegetacion, en aguas superficiales
préximas a las fuentes de emision y aun en animales y microorganismos del suelo. De esta
manera ingresa en la red trofica bioacumulandose y biomagnificandose en los distintos
organismos (Cao et al., 2003). Por otro lado, la erosion de suelos tanto hidrica como eolica,
dispersa particulas del suelo contaminado con el metal, extendiendo el problema a areas
mayores. El plomo contenido en las particulas suspendidas en el aire puede ser incorporado
por humanos y animales a través del sistema respiratorio y la ingesta, siendo esta Ultima via

la que lleva a la incorporacion del plomo disuelto en agua (Tong et al., 2000).

Cuando existe una fuente de contaminacion por Pb, el suelo es el compartimiento
ambiental donde mas facilmente se acumula este metal. Desde alli se difunde mediante
diferentes procesos ecosistémicos a todos los deméas compartimientos. Por ello, es
importante sefialar que cuando las personas se encuentran expuestas a un medio ambiente
contaminado por Pb, por mas que este tdxico se concentre principalmente en el suelo, el
mismo es facilmente incorporado en los distintos tejidos. Asi, se acumula en huesos
reemplazando el calcio presente en los mismos, en glébulos rojos reemplazando al Fe de la
hemoglobina y cuando la exposicidn es repetida o cronica los efectos se manifiestan como
dafios en el sistema nervioso, inhibicion de la sintesis de hemoglobina y anemia, dafio
renal, limitaciones en el desarrollo mental y deficiencias cognitivas en la nifiez,
carcinogénesis, enfermedades metabdlicas y disfuncion reproductiva (Bushnell y Jaeger,
1986; Kabata-Pendias y Mukherjee, 2007; Landrigan et al., 2002; Lanphear et al., 2000;
Morales Bonilla y Mauss, 1998; Tong et al., 2000).
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Remediacion de suelos contaminados con metales pesados

Los problemas causados por la introduccién de metales pesados toxicos en el ambiente
han promovido una gran preocupacion en torno a las posibilidades de remediar los suelos
contaminados con estos metales. De esta manera, la remediacion de suelos contaminados
con Pb se ha convertido en un éarea de investigacién emergente, habiéndose propuesto
distintas metodologias, las cuales pueden emplearse solas o combinadas a fin de
descontaminar suelos (EPA, 1989, 2007).

Historicamente para la remediacion de suelos contaminados con metales se utilizaron,
y siguen empleandose, técnicas relacionadas con la ingenieria. Las mismas consisten
basicamente en excavar, extraer el suelo, tratarlo y disponerlo luego en un sitio seguro.

Dentro de estas técnicas se pueden diferenciar variadas metodologias:

o Excavacion con tratamiento ex-situ

La excavacion del suelo contaminado implica obligatoriamente su remocion, en este
caso con la finalidad de que sea tratado en otro sitio preparado para ello. Este es un método
cuyos resultados son inmediatos, la poblacion deja de estar en contacto con el contaminante
y se elimina rapidamente el riesgo de contaminacion de aguas subterrdneas. Requiere
conocer con exactitud los limites del suelo afectado por el contaminante en términos de
superficie y también de profundidad. EI equipamiento necesario para realizar la excavacion
es el mismo que se utiliza en las obras de construccion para las tareas de movimiento de
suelos, con personal capacitado para estas actividades y aplicando medidas de seguridad
propias de los riesgos asociados con la actividad. Frecuentemente se requiere también la
construccion de muros de contencidn que eviten derrumbes y la excavacion finaliza cuando
los analisis muestran que los margenes de la perforacién presentan la concentracion del

contaminante prefijada como objetivo del proceso de limpieza (EPA, 2012a).

Una vez que el suelo es extraido debe ser acumulado en pilas envueltas completamente
con cubiertas plasticas que eviten el arrastre por viento, el lixiviado por lluvias y cualquier
otro tipo de pérdida. Estas pilas se trasladan al sitio de tratamiento donde se aplica algin
método fisico-quimico para eliminar el contaminante. Segun cual sea el contaminante a

tratar, pueden existir unidades de procesado moviles que se dirijan al sitio, traten las pilas
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en el lugar y vuelvan a rellenar con el mismo material, ya tratado, el espacio excavado. De
lo contrario debe procederse a rellenar con materiales traidos de otro sitio. En cualquiera de
los dos casos, luego del relleno, debe realizarse una revegetacion que prevenga la erosion

del nuevo sustrato (Dermont et al., 2008).

En general la duracion de este tratamiento esta en el orden de algunos dias, pero puede
verse prolongado si se presentan factores como una gran extensién de la contaminacion,
presencia de una capa freatica poco profunda, suelo muy rocoso, edificaciones cercanas, o
sitios muy aislados. Esta metodologia de remediacion solo se aplica cuando los niveles de
un toxico en suelo son muy elevados, cuando se requieren resultados rapidos o cuando otras
alternativas son exageradamente costosas. En términos de costo-beneficios, es rentable

cuando las cantidades de suelo a tratar son limitadas (EPA, 2012a; Steele y Pichtel, 1998).

» Excavacion con disposicion en vertedero

Este tratamiento es similar al anterior, y solo se diferencia en los pasos que siguen a la
excavacion. El suelo extraido es depositado en camiones de transporte y es llevado a su
destino final, por ejemplo un enterramiento de residuos peligrosos. En este caso debe
procederse al rellenado del espacio excavado con material obtenido de otro sitio y
completar el tratamiento con la correspondiente revegetacion (EPA, 2012a; Mulligan et al.,
2001).

Los requerimientos, costos y beneficios son similares al anterior. El costo de
tratamiento es reemplazado por el de disposicion final ya que los volimenes que se tratan
ocupan gran parte de los sitios destinados para el enterramiento de residuos peligrosos, si

no es que necesitan un predio completo (Dermont et al., 2008).

 Solidificacion y estabilizacion

Los términos solidificacion y estabilizacion hacen referencia a un grupo de
metodologias que se emplean para tratar suelos contaminados y que se enfocan en la
inmovilizacion o ralentizacion de la liberacion del contaminante al ecosistema. Estos
métodos no extraen el contaminante, sino que lo vuelven refractario a su lixiviacién, por lo
que los niveles en el ambiente circundante estan dentro de los parametros de seguridad
(EPA, 2012b; Wang et al., 2001).
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En el caso particular de la solidificacion, el objetivo es fijar el contaminante en un
medio sOlido para que permanezca atrapado alli., el que debe ser de un material
impermeable. Esta técnica requiere el uso de mezclas cementantes que en general incluyen
cemento, asfalto, cenizas, y arcilla. Aun asi, los bloques obtenidos deben ser depositados en
sitios controlados de disposicion final de residuos peligrosos (Dermatas y Meng, 2003).

Por su parte, la estabilizacién implica reacciones quimicas que eviten que el
contaminante presente en suelos sea lixiviado o que su escasa liberacién suponga una
toxicidad minima para el ambiente. Estas tecnologias pueden ser utilizadas
simultaneamente cuando se trata de contaminacion por metales pesados y se pretende evitar
la exposicion de las personas y de la vida silvestre (Dermont et al., 2008; Mulligan et al.,
2001). La estabilizacion también requiere mezclar el suelo contaminado con agentes que
produzcan la inmovilizacion del metal mediante reacciones quimicas. Este suelo con el
contaminante estabilizado debe ser transportado a un vertedero controlado si las
concentraciones del mismo son elevadas. Si sus niveles no son muy altos, el proceso puede
llevarse a cabo in situ, y la mezcla resultante puede ser usada para rellenar los sitios
excavados siempre y cuando se lo aisle lo mejor posible con geomembranas (Mulligan et
al., 2001; Wang et al., 2001).

El tiempo requerido para realizar cualquiera de estos procedimientos esta en el orden
de semanas a meses. Los factores que pueden afectar el plazo requerido para completar el
tratamiento son la extension del area contaminada y su profundidad, la alta densidad del
suelo, la presencia de rocas que dificulten el mezclado y la ocurrencia de un clima muy
lluvioso (EPA, 2012Db).

Dentro de las estrategias de solidificacién-estabilizacion se encuentra, ademas, la
vitrificacion. Este procedimiento requiere el uso de energia térmica, y para ello se insertan
electrodos en el suelo. La aplicabilidad de esta tecnologia requiere que el suelo tenga la
capacidad de conducir electricidad, actuando como una resistencia que a medida que es
atravesada por la corriente eleva su temperatura hasta llegar al punto de fusion. Un vez que
el suelo se funde se interrumpe la corriente y se deja enfriar hasta la solidificacion. Durante
el proceso pueden liberarse gases toxicos. Este procedimiento ha sido aplicado

exitosamente en casos de contaminacion con Pb en areas extensas pero de poca
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profundidad. EI material vitrificado resultante puede ser utilizado en construccion si se
lleva a cabo una prueba de lixiviado que asegure la inmovilidad del contaminante
(Mulligan et al., 2001). La vitrificacién también puede ser realizada ex situ, mediante
hornos de distintos tipos, sin embargo, estos procesos requieren tecnologia apropiada y un
muy buen control de las emisiones atmosféricas (Jou, 2006; Navarro, 2009).

* Drenaje acido: “Flushing” o “Washing”

La traduccion al espafiol de cualquiera de estos términos, “flushing” o “washing” es
“lavado”. Ambos procedimientos consisten en lavar el suelo utilizando un fluido de arrastre
que, para el caso de contaminacion por metales pesados, debe ser de naturaleza acida.
Cuando esta tarea es llevada a cabo in situ se la denomina “flushing”, cuando el suelo es
excavado y transportado a una planta de tratamiento se denomina “washing” (Dermont y

col., 2008).

Para lograr el lavado in situ el primer paso es la infiltracion del fluido de extraccion. La
eficiencia de este proceso va a estar definida por la permeabilidad del suelo a tratar ya que
en suelos mas permeables la probabilidad de exito es mayor. El fluido de extraccion debe
estar compuesto mayoritariamente de agua y en menor medida, de algin agente &cido ya
sea organico o inorganico. Un compuesto muy utilizado para la extraccion de metales es el
EDTA (acido etilendiaminotetraacético), si bien en si mismo es un contaminante de suelos
y de agua. Una vez que el fluido es inyectado al suelo se lo debe movilizar para que
atraviese la zona contaminada arrastrando los metales hacia una bomba de extraccion. El
lixiviado recogido debe ser tratado como residuo peligroso y dependiendo del metal y de
sus concentraciones, puede ser reutilizado. La ingenieria de este procedimiento es compleja
y bastante costosa. El uso de &cidos o de agentes quelantes no solo remueve los metales
contaminantes sino que paralelamente altera irreversiblemente muchas propiedades del
suelo, comprometiendo en alguna medida su funcionalidad ecosistémica (Costello, 2003;
Mulligan et al., 2001; Wasay et al., 2001).

El lavado ex situ es similar pero requiere la previa excavacion y traslado del suelo
contaminado. Se utilizan reactores o camaras de lavado, trabajandose con acidos
inorganicos fuertes, acidos organicos, agentes quelantes como EDTA y NTA

(nitriloacetato), o combinaciones de ellos. El suelo tratado puede ser reubicado nuevamente
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en su sitio original, aunque como en el caso anterior, sus propiedades se veran afectadas.
Para que el proceso sea efectivo el suelo debe presentar porcentajes de arcilla y materia
organica inferiores al 20% (Dermont y col., 2008; Mulligan y col., 2001).

e Tratamiento quimico

Los tratamientos quimicos aplicables a la remediacién de suelos contaminados incluyen
procesos de reduccion, de oxidacion, y de neutralizacion. Las reacciones reductoras se
inducen afiadiendo al suelo sustancias como di6xido de azufre, sales con ion sulfito y
sulfato de hierro (I1). La finalidad es reducir la movilidad del contaminante al pasarlo de un
estado oxidado a formas reducidas. Las reacciones de neutralizacion se aplican cuando se
busca ajustar el pH de suelos demasiado &cidos o demasiado basicos siendo esta la causa de
una alta movilidad del contaminante que se trate. Las reacciones de oxidacion tienen la
finalidad de reducir la toxicidad, precipitar o solubilizar los metales e implican el agregado
de compuestos tales como permanganato de potasio, perdxido de hidrogeno, hipoclorito de
sodio o gas cloro. Para el caso particular de la contaminacion de suelos con Pb, el
tratamiento quimico méas adecuado es el de reduccién (Costello, 2003; Mulligan y col.,
2001).

Cualquiera de los tratamientos quimicos descriptos presenta la desventaja de ser no
especifico y por ello aumentan el riesgo de convertir otros metales, u otras sustancias

presentes en el suelo, en especies mas toxicas o moviles.

+ Electrocinética

Este procedimiento consiste en la aplicacion de una corriente eléctrica de baja
intensidad entre un catodo y un anodo que se encuentran embebidos en el suelo
contaminado que debe estar saturado con agua. De esta manera los iones migran hacia el
catodo o hacia el anodo segun el signo de su carga. Este tratamiento se puede realizar in
situ o en suelos excavados. Permite extraer metales que estén en forma de iones solubles, o
unidos al suelo en forma de 60xidos, hidroxidos o carbonatos. A diferencia del lavado acido,
los suelos arcillosos pueden ser tratados por este método sin dificultad y si bien este

tratamiento es comun en suelos contaminados con plomo en Europa, esta tecnologia casi no
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se emplea en otras partes del mundo (De la Rosa-Pérez et al., 2007; Mulligan et al., 2001;
Pazos et al., 2006).

e Separacion fisica

Este método se basa en que los metales pesados se adhieren principalmente a las
particulas mas pequefias del suelo, y dada esta condicion el tratamiento consiste en separar
las particulas méas finas del suelo de las mas grandes. De esta manera el volumen de
material contaminado a tratar se reduce en gran medida. Las tecnologias que se aplican
incluyen el uso de hidro-ciclones, separacion en lecho fluido, métodos gravimétricos y de
flotacion, entre otros. Este método no representa por si solo un tratamiento completo del
suelo, no obstante es cada vez mas utilizado como paso previo ya que reduce el costo de las

otras fases de remediacion (Dermont et al., 2008; Mulligan et al., 2001).

o Utilizacion de enmiendas

Se denominan enmiendas a cualquier tipo de agregado que se mezcla con el suelo con
el propdsito de diluir el contaminante y de favorecer su inmovilizacion en funcion de las
propiedades fisico-quimicas de la mezcla enmienda-suelo. Una de las enmiendas mas
utilizadas es la materia organica en descomposicion, en esta las uniones que se forman
entre los metales solubles y los componentes de la enmienda son, en general,
suficientemente fuertes y evitan que el metal se movilice y sea absorbido por la vegetacion
(Brown y col., 2005; Clemente y col., 2012). También pueden utilizarse cenizas
provenientes de actividades industriales, siempre que no causen un problema mayor.
Cuando estas cenizas son alcalinas suelen usarse para controlar el pH del suelo reduciendo
la solubilidad del metal. Aun asi, en el uso de enmiendas debe considerarse su caracter no
permanente ya que va cambiando su composicion quimica, por lo que requieren un

seguimiento posterior.

Las metodologias expuestas para la remediacidén de suelos contaminados con metales
pesados presentan el mismo tipo de complicaciones generales: llevan a la pérdida de la
funcionalidad del suelo ya que eliminan la actividad bioldgica del mismo, o alteran sus
propiedades fisicoquimicas (Dermont et al., 2008; Ghosh y Singh, 2005), tienen un elevado

costo econdmico, implican un gran consumo de energia e insumos que se incorporan al
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ambiente como contaminantes, no contemplan la restauracion de los suelos y la mayoria
requieren un sitio adicional al de partida (Garbisu Crespo et al., 2007; Rodriguez et al.,
2007; Wu et al., 2010). Estas limitaciones son especialmente determinantes cuando los
suelos contaminados son de uso agricola, ya que las modificaciones que estas metodologias
introducen en el suelo llevarian a la pérdida de la utilidad del recurso.

En este contexto, una metodologia méas reciente que desde hace algunos afios ha
cobrado importancia en el campo de la remediacion de suelos contaminados con metales
pesados es la fitorremediacion (Alvarez y Illman, 2006; Fingerman y Nagabhushanam,
2005; Paz-Ferreiro et al., 2013; Wu et al., 2010). Esta tecnologia pertenece al area de la
biotecnologia, y consiste en la utilizacion de plantas y microorganismos asociados a éstas
con la finalidad de remediar la contaminacion del ambiente (suelos, sedimentos, y agua).
Segun cada caso y cada especie se deben tener en cuenta consideraciones diferentes. El
objetivo es aprovechar algun proceso fisiolégico o mecéanico de las plantas que permita
solucionar de alguna manera el problema de la contaminacion. Dentro del concepto de
fitorremediacion se incluyen los procesos de degradacion, extraccion y estabilizacion
(Bernal et al., 2007; EPA, 2000; Ortega et al., 2008).

La fitodegradacion incluye procesos mediante los cuales las plantas presentan la
capacidad de romper la molécula del contaminante formando productos inocuos 0 menos
toxicos que el original; aunque debe destacarse que existen procesos fisiologicos vegetales
que pueden generar metabolitos aun mas tdxicos, las especies que presenten este
comportamiento no deben ser utilizadas en remediacion. La fitodegradacion de compuestos
toxicos puede ocurrir dentro de la planta cuando ésta incorpora al contaminante, o bien en
el suelo mediante procesos que involucran a la raiz, sus exudados y los microorganismos de
la rizosfera. Los contaminantes que pueden ser tratados mediante este mecanismo son, en
su mayoria, organicos (Ortega y col., 2008) y cuando se utilizan las especies apropiadas no
se genera ningun tipo de residuo peligroso que requiera ser transportado ni dispuesto de

acuerdo a ninguna medida de seguridad.

La fitoextraccion esta definida por la capacidad que poseen ciertas plantas para tolerar
la toxicidad del contaminante y acumularlo en grandes cantidades en tejidos aéreos, los que

pueden ser facilmente cosechados. De esta manera las plantas fitoextractoras se emplean en

20



numerosos ciclos de siembra y cosecha hasta que la concentracion del contaminante en el
medio a remediar esté dentro de los limites aceptables. Este método de tratamiento puede
llevar décadas dependiendo del contaminante, de sus niveles en el suelo, y de la eficiencia
extractora de la especie seleccionada. En general cada especie es Gtil para un contaminante
en particular y el proceso esta relacionado con las propiedades del suelo que regulan la
disponibilidad del contaminante, con las condiciones climaticas y con los usos y el manejo
del suelo en cuestion. Cabe destacar que se trata de una tecnologia emergente, aln en etapa
de desarrollo, si bien la misma presenta caracteristicas muy beneficiosas como ser amigable
con el ambiente, aceptada socialmente y de muy bajo costo en su implementacién. Una vez
que las plantas cumplen su ciclo bioldgico constituyen un residuo peligroso debido a la
elevada concentracion del contaminante en sus tejidos aéreos. Es por ello que luego de
cosechar, la biomasa debe en primera instancia descomponerse de manera natural en
condiciones controladas que impidan el escape de lixiviados, y luego debe secarse para
reducir volumen y masa al minimo. Finalmente este residuo debe disponerse en un
enterramiento de residuos peligrosos o puede tratarse en hornos de recuperacion del metal
(Alkorta et al., 2004; EPA, 2000).

La fitoestabilizacion incluye procesos mediante los cuales las plantas retienen el
contaminante en sus raices impidiendo su movilizacion. Algunas especies logran unir el
contaminante en la parte superficial de las raices mediante interaccion con los exudados,
otras lo incorporan y lo alojan en el tejido radicular donde el contaminante permanece largo
tiempo, incluso después del ciclo de vida de la planta. Las especies con crecimiento
secundario pueden direccionar el contaminante para acumularlo en tejidos duros como la
madera donde también permanecera inmovilizado por mucho tiempo, incluso siglos. Este
proceso no genera residuos peligrosos dada la inmovilidad de los contaminantes. De hecho
la madera puede utilizarse como materia prima en diversos procesos industriales (Krédmer,
2005).

Dentro de las metodologias de fitorremediacion, la fitoextraccién es la mas efectiva
para descontaminar suelos, pero al mismo tiempo la mas dificultosa desde el punto de vista
técnico. Diversas especies han sido reportadas como excelentes fitoextractoras de metales
pesados y para Pb se han citado, entre otras: Thlaspi sp., Zea maiz, Helianthus annuus,

Minuartia verna, Brassica juncea (Blaylock et al., 1997; Clemente et al., 2005; Lim et al.,
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2004; Mukhopadhyay y Maiti, 2010; Vogel-Mikus et al., 2005), demostrandose que los
mecanismos de fitoextraccion pueden ser optimizados si se agregan al suelo ciertos aditivos
como el acido etilen diamino tetraacético (EDTA), el &cido dietilen triamin pentaacético
(DTPA) (Bernal et al., 2007; Tian et al., 2011) o el acido nitrilo triacético (NTA) (Freitas y
do Nascimento, 2009). Estas sustancias tienen un efecto quelante del plomo por lo que
aumentarian su movilidad en suelos pudiendolo incorporar las plantas con mayor facilidad.
No obstante, luego de estudiar el uso de estos aditivos con mayor profundidad y un enfoque
mas abarcador, se descubrié que la mayoria de ellos son contaminantes, por lo cual en la
ultima década dejaron de usarse a la vez que comenzaron a profundizarse los estudios sobre
la aplicacion de microorganismos asociados a las plantas y al suelo (Kidd et al., 2009). Los
resultados encontrados en esta Gltima generacién de estudios son muy prometedores en

relacion a la posibilidad del empleo de metodologias de fitorremediacion a gran escala.

La fitoextraccion de metales pesados de suelos contaminados, dentro de estas
tecnologias, presenta limitaciones cuando se trata de suelos con concentraciones
extremadamente elevadas de un metal (niveles frecuentemente tdxicos para plantas) o
cuando la contaminacién es mixta, es decir que varios metales tienen concentraciones

elevadas con respecto a las concentraciones de fondo del sistema a tratar.

HIPOTESIS

La fitorremediacion asociada a otras tecnologias de remediacion de suelos representa
una opcién viable para el saneamiento de suelos contaminados con metales pesados en la
Provincia de Cordoba, siendo factible utilizar los sitios ya contaminados como banco de

especies vegetales tolerantes y apropiadas para ser utilizadas en el proceso.

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar y aportar conocimientos en el campo de la fitorremediacién como estrategia
para tratar suelos contaminados por metales pesados en la Provincia de Cérdoba mediante

el empleo de especies nativas.
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1. Capitulo I.

Plomo total y movil en suelos agricolas
y residenciales alrededor de una
fundicion recicladora de baterias en

Bouwer, Cordoba.




Resumen

Con la finalidad de encontrar un sitio oportuno para el estudio y seleccidn de especies
vegetales silvestres y nativas, apropiadas para ser empleadas en la fitorremediaciéon de
suelos contaminados con plomo, se estudio el suelo en las inmediaciones de una fundicion
de baterias clausurada hace algunos afios, en Cérdoba, Argentina. Con el objetivo de
evaluar la contaminacion por metales pesados en suelos residenciales y agricolas proximos
al predio, se recolectaron muestras alrededor de las instalaciones abandonadas de la
fundicion y se determinaron las concentraciones en las fracciones pseudototales y extraibles
con HCI 0,5M de Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb y Zn mediante espectrofotometria de absorcion
atdmica (AAS). Los resultados encontrados para Pb mostraron elevadas concentraciones
del metal fuertemente asociadas con la fundicion, e influenciadas por la distancia a la
misma, las concentraciones de Cu y Ni estuvieron ligeramente asociadas, mientras que los
niveles de Co, Fe, Mn y Zn no presentaron dependencia de la fuente de emision de plomo,
detectandose una posible fuente de Co en direccion SE en el area de estudio.

La concentracion media de plomo pseudototal superd los limites establecidos por la
legislacion para todos los usos del suelo (agricola, residencial e industrial). Las
concentraciones de Pb extraible con HCI 0,5M también fueron elevadas, con valores muy
proximos a los encontrados para la fraccion pseudototal. Estos resultados implican que
practicamente todo el Pb existente en los suelos del area de estudio estd en una forma
quimica que puede ser movilizada, y por ende, biodisponible. Este resultado es de
importancia ambiental en lo relativo al manejo y gestion de suelos contaminados por
metales pesados, ya que la contaminacion por Pb de los suelos es generalmente considerada
como estable y atribuible al metal asociado con la fraccion pseudototal. En una primera
etapa, estos resultados constituyeron un fuerte indicio de que el contaminante podia estar
disponible para ser incorporado tanto en la vegetacion silvestre como en los cultivos que
crecen en el area. Los primeros relevamientos indicaron que el sitio seleccionado
presentaba condiciones dptimas a fin de realizar un sondeo de especies tolerantes al plomo
y posiblemente acumuladoras de este metal. De acuerdo a las guias internacionales de

calidad del suelo para la salud ambiental y a la normativa nacional e internacional que fija
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niveles maximos de plomo en suelos segun los usos, la poblacién humana y la comunidad

de vida silvestre en la localidad de Bouwer esta expuesta a los efectos toxicos del Pb.

1.1. Introduccion

La contaminacién de los suelos por metales pesados es considerada uno de los
problemas ambientales mas serios en la actualidad dada su persistencia y toxicidad
(Adriano et al., 2004). Las condiciones adversas generadas por esta situacion pueden
mantenerse vigentes incluso mucho tiempo después de retirar la fuente de contaminacion.
La contaminacion de los suelos en general, tiene un gran impacto debido a que la
humanidad no es sostenible sin suelos en buenas condiciones (Garbisu Crespo et al., 2007;
Rodriguez et al., 2007).

El suelo se comporta como un sumidero de metales pesados provenientes de la
deposicion atmosférica de particulas emitidas por el transito vehicular (Hernandez et al.,
2003), actividades industriales (Al-Khashman y Shawabkeh, 2006; Bermudez et al., 2010b;
Fabietti et al., 2009), como por su presencia en productos fertilizantes y agroquimicos o por
el uso de enmiendas que se emplean en préacticas agricolas (Fabietti et al., 2009; Mico et al.,
2006), por la disposicion de residuos industriales (Ettler et al., 2004), o por el vertido de
efluentes (Kumar et al., 2007), entre otras. Esto puede resultar en concentraciones de
metales pesados por encima de sus valores de fondo y consideradas, en algunos casos,
indicadoras de contaminacion, que producen cambios negativos en las propiedades del
suelo. Pese a los numerosos reportes sobre la contaminacion del suelo alrededor de
fundiciones secundarias de plomo y su consecuente dafio, extensivo a la vegetacion,
animales y personas (Cala y Kunimine, 2003; Dahmani-Muller et al., 2000), en América
Latina es usual encontrar este tipo de industrias dentro de areas residenciales y agricolas
(Lacasania et al., 1996; Morales Bonilla y Mauss, 1998; Sosa et al., 2008).

Las principales vias de entrada de los metales a las plantas son el aire, el agua y el
suelo, siendo las plantas un punto de conexion importante entre la parte abidtica y bidtica
del ecosistema en la transferencia de metales (Hamilton, 1995). Los principales riesgos
ambientales en la transferencia de metales pesados desde el suelo a las plantas son el

ingreso de los metales en la cadena tréfica, la pérdida de cobertura vegetal o pérdida de la
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productividad de cutivos por su fitotoxicidad, y la absorcién de metales por plantas
tolerantes que pueden producir efectos tdxicos en la flora, en la fauna y en humanos
(Kabata- Pendias, 2004). Los metales con mayor peligrosidad, por su toxicidad para los
seres humanos son Cd, Hg y Pb (Chojnacka et al., 2005). Estos pueden ser transferidos a
los cultivos desde el suelo, ya que éste es un componente clave en la regulacion de la
dindmica de dichos contaminantes. Este hecho, muchas veces olvidado, hace que sea
importante conocer la concentracion y la dinamica de los metales pesados en los suelos
para evaluar si sus concentraciones son, o no, adecuadas para la agricultura (Condron et al.,
2000; Andrades et al., 2000; Arshad y Martin, 2002). Asi, preservando la calidad del suelo
puede garantizarse la calidad y seguridad de los cultivos. Los efectos negativos producidos
por los metales pesados en las diferentes partes de los agroecosistemas (suelos, cultivos y
agua, asi como en los seres humanos) desperté el interés de muchos investigadores desde
hace algunas deécadas. También la sociedad en general, y los gobiernos, han tomado
conciencia de este problema ambiental, y desde la década de los 90 se han adoptado, a nivel
internacional, politicas para garantizar una mayor proteccion de los suelos y un desarrollo

sostenible.

El contenido total de los metales en suelos proporciona una informacién incompleta
sobre la peligrosidad de la contaminacidén de éstos por metales pesados. Por lo tanto, es
necesario conocer qué formas quimicas de los metales y los niveles en los que son
fitodisponibles (Ross y Kaye, 1994). Habitualmente las fracciones biodisponibles de
metales se determinan mediante extracciones que utilizan diferentes compuestos quimicos,
como son el EDTA (acido etileno diamino tetracético), el acido dietilentriamino
pentaacético (DTPA), o soluciones salinas, como son las de CaCl, (Rauret, 1998). Sin
embargo, aunque se acercan mas a la realidad, muchas de las extracciones sobreestiman la
biodisponibilidad de los metales que pueden ser absorbidos por las plantas (Turner, 1994)
y, a pesar de las maltiples investigaciones realizadas, todavia no se ha encontrado un
método que realice predicciones exactas sobre la disponibilidad de los metales que pueden

ser incorporados por los cultivos (Kabata-Pendias, 2004).

El comportamiento de las plantas frente a los metales no es uniforme. Las especies
vegetales, e incluso las variedades, difieren entre si en su capacidad para absorber metales,

acumularlos y tolerarlos (Alloway y Jackson, 1991; Turner, 1994; Angelova et al., 2004).
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Los mecanismos para tolerar mayores contenidos de metales son diversos. Asi, algunas
especies son capaces de unir los metales a las paredes celulares, introducirlos en vacuolas o
complejarlos con 4&cidos organicos. Pero también, pueden presentar adaptaciones
fisiologicas que les permiten realizar sus funciones en presencia de cantidades elevadas de
metales pesados (Thurman, 1981). En funcidén de su respuesta a los metales pesados, las
plantas se han clasificado en tres tipos: resistentes o exclusoras, tolerantes o indicadoras, y
acumuladoras (Ross y Kaye, 1994). Las exclusoras restringen la entrada o la translocacion
de metales toxicos. Esto les permite vivir en ambientes con elevadas concentraciones de
metales (Barcel6 y Poschenrieder, 1992). Las tolerantes o indicadoras reflejan el
incremento de metal producido en el entorno. Por dltimo, las acumuladoras incorporan
activamente metales en sus tejidos. La diferenciada capacidad de acumular metales pesados
por las especies vegetales ha hecho que se desarrolle una importante linea de investigacion,
denominada fitorremediacion. La aplicacion de esta técnica a la descontaminacion de
suelos es de gran importancia en suelos agricolas, ya que aquellas plantas con mayor
capacidad para acumular metales, las hiperacumuladoras, pueden ser utilizadas como

fitorremediadoras (Anderson et al., 2001).

La contaminacion de los suelos por metales pesados es tradicionalmente evaluada en
términos de concentraciones totales o pseudototales de cada metal, no obstante esta
demostrado que el peligro que los metales toxicos representan para los seres vivos esta
determinado en mayor medida por formas quimicas mas disponibles para los seres vivos,
que por la concentracion total (Lavado et al., 2007; Sutherland et al., 2004). Es por ello que
se han propuesto diversos reactivos para estimar la disponibilidad de los metales mediante
distintos métodos de extraccion. Dentro de los métodos reportados en bibliografia, el &cido
clorhidrico diluido (0,5 M) es una opcidn de bajo costo y ampliamente usada para extraer
la fase no residual de los metales de medios s6lidos (Sutherland, 2002). En relacién a esto,
el uso de HCI 0,5 M (Agemian y Chau, 1977) satisface los requerimientos minimos de la
extraccion de metales que forman parte de la fraccion intercambiable, con una alteracion
minima de la matriz de silicatos (Andrews y Sutherland, 2004; Sutherland, 2002;
Sutherland et al., 2004; Sutherland y Tolosa, 2001). Esta extraccidén puede ser interpretada

como la fraccién movilizable de un metal en suelo debido a que el HCI diluido libera los
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metales asociados a carbonatos junto con aquellos asociados a éxidos de Fe y Mn (Andrews
y Sutherland, 2004).

Los metales depositados en el suelo pueden transferirse a otros compartimentos del
ecosistema, como por ejemplo la vegetacion silvestre, la fauna, el agua subterranea y los
cultivos; esto puede afectar directa o indirectamente a la salud humana (Cala y Kunimine,
2003; Kabata-Pendias y Mukherjee, 2007). Es por ello que el estudio de la movilidad de los
metales pesados en suelos agricolas y su relacién con los factores fisicoquimicos es de gran
importancia en los efectos de éstos sobre los ecosistemas y la salud humana. Diversos
estudios han demostrado que la solubilidad de los metales en el suelo esta fuertemente
influida por el pH y el contenido de materia orgénica y que también puede verse reflejada
en la conductividad eléctrica de la solucién del suelo (Zeng et al., 2011, Bermudez et al.,
2010%; Sutherland, 2002, Sauvé et al., 2000). No obstante la relacion entre estas variables es
diferente cuando se trata de distintos tipos de suelo en presencia de distintos elementos
contaminantes o especies del mismo, biotas dominantes y climas reinantes (Zeng et al.,
2011, Sauveé et al., 2000). Por lo tanto es de gran interés estudiar los suelos agricolas y
residenciales cercanos a actividades altamente contaminantes de suelos cuando no se
realizan en condiciones adecuadas, como son las fundiciones de metales, y para valorar la
disponibilidad del contaminante de interés y la situacion de riesgo es menester determinar
la relacion entre las variables expuestas previamente. En este caso particular, fue de interés
para este estudio estudiar la concentracion de metales pesados en suelos proximos a una
fundicién secundaria de plomo en la Provincia de Cordoba. Los objetivos de trabajo fueron:
a) analizar la distribucion de Pb y otros metales en los suelos aledafios a una fundicion
recicladora de baterias acidas, evaluando las concentraciones pseudototales y extraibles con
HCI1 0,5 M; b) evaluar la relacién de dichas concentraciones con la distancia a la fundicion;
c) estudiar la relacién entre la movilidad de los metales y el pH, conductividad eléctrica y el

contenido de materia organica de los suelos.

Debido a que la mayor parte de los metales emitidos al medioambiente por las
industrias se libera por chimenea y los mismos pueden ser transportados por el viento, la
distribucién espacial de estos contaminantes en el suelo estara influida por este factor. Esto
hace esperable que a una misma distancia de la industria, se encontrara mayor

concentracion de metales pesados en los sitios que se encuentran a favor de los vientos
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predominantes. No obstante, la disposicion de residuos solidos sin tratamiento previo y
directa sobre el suelo, ocurrida durante el funcionamiento de la fundicion en Bouwer, puede

alterar ligeramente este patron esperado.

1.2.  Materiales y Métodos

1.2.1.Area de estudio

El &rea de estudio se encuentra localizada en Bouwer, a 18 km al sur de la ciudad de
Cordoba Capital, Argentina (Figura 1.2.). En este lugar operd una fundicién recicladora de
Pb a partir de baterias acidas agotadas, desde el afio 1984 hasta el afio 2005. El
funcionamiento de la misma no contaba con filtro en chimenea para el control de las
emisiones a la atmosfera ni con una gestion apropiada en la disposicion de los residuos
solidos que contenian plomo, un residuo peligroso. Las emisiones atmosféricas eran
evacuadas a través de una chimenea improvisada, sin filtros para la retencion de gases y
material particulado. Las escorias (residuos sélidos del horno de fundicion) eran
depositadas sobre el suelo del predio, pero también eran distribuidas entre los vecinos de
Bouwer para ser usada como material de relleno durante la construccion de viviendas y
mantenimiento de calles pablicas. Los empleados de la fundicion y los vecinos mas
cercanos sufrieron enfermedades directamente relacionadas con la exposicion a plomo.
Consecuentemente, las autoridades provinciales realizaron un control de emisiones
hallando 35 veces el valor maximo permitido; este funcionamiento irregular llevé a la
clausura definitiva de la fundicién en el afio 2005. Debe sefialarse que este predio no ha
sido remediado hasta el momento, de hecho no se midieron hasta el momento los niveles de
metales pesados en suelos ni se hicieron estudios sobre la movilidad del metal a fin de
evaluar su posible impacto sobre el ecosistema y la salud de la poblacion de Bower. Estos
suelos a pesar de ser proximos al predio donde operaba la fundicion, tienen uso agricola,

principalmente con produccion de soja, y uso residencial.

El 4rea de estudio comprendié una superficie de 3 km? abarcando suelos con distintos

usos, proximos a la fundicion y alejados de esta dentro de un radio de 1 km en las cuatro
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direcciones cardinales, con la finalidad de evaluar la dispersion de plomo en el area y el

alcance de la posible contaminacion.

1.2.2.Disefno de muestreo

Dado que los vientos principales que dominan la zona son del Norte, y del Nor-
Noreste, y contemplando la ocurrencia frecuente de dias con fuertes vientos de direccion
Sur, se disefi6 un muestreo en transectas en direccion de los vientos predominantes y
perpendiculares a éstos en relacién a la ubicacion de la fundicion. De este modo, las
transectas en direccion de los vientos fueron la “Transecta Sur” (TS) y la “Transecta Norte”
(TN); y las transectas perpendiculares a los vientos fueron la “Transecta Este” (TE) y la
“Transecta Oeste” (TO). Todas tuvieron su punto de origen comun, situdndose €ste en la
propia fundicion (31,56° S; 64,19°0). En cada transecta se seleccionaron de manera
sistematica, sitios de muestreo a fin de evaluar las condiciones del suelo en relacion a la
distancia de estos a la fundicion (el primer punto de cada transecta se situé a 50 m de la
fundicidn, los siguientes puntos se ubicaron cada 100 m hasta los 500 m desde la fundicion
y a partir de alli cada 250 m). Se complet6 un total de 29 sitios de muestreo entre las cuatro
transectas. También se seleccionaron dos sitios control por fuera de las transectas, uno
denominado “Control Interno” (Cln), ubicado a 5,6 km desde la fundicion y dentro de la
localidad de Bouwer; y otro denominado “Control Externo” (CEx), a 38 km de la
fundicion, en la localidad de Los Molinos. Ambos controles estan ubicados en la misma
pedania que la localidad de Bouwer, presentando suelos del mismo tipo: MNen-4 el cual
pertenece al orden “molisol”, suborden “ustol”; gran grupo “haplustol”; y subgrupo “MNen
haplustol éntico” (Damiano y Taboada, 2000; Gorgas y Tassile, 2003; Sanabria y Argiiello,
2011).

Para evaluar el efecto de los residuos solidos (escorias) de la industria se eligieron otros
dos sitios alejados de la fundicion en los que se depositaron durante el tiempo en que
funciono la fundicion una cantidad importante de escorias. Estos dos puntos de muestreo
correspondieron uno a la pila de escorias (BE) y el otro fue ubicado a una distancia de 10 m

de la misma (JE). De este modo el nimero total de puntos de muestreo fue de 33 (Figura
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1.2.), recogiéndose en cada uno de ellos tres muestras independientes de suelo (triplicado

real en cada uno).

1.2.3.Procedimiento de muestreo

En cada sitio de muestreo se removieron manualmente todos los elementos extrafios o
ajenos al suelo y luego se recolectaron muestras de suelo superficial hasta una profundidad
de 10 cm utilizando una pala de acero inoxidable. En cada punto se colectaron tres muestras
independientes compuestas, constituida cada una por tres submuestras. Para ello fue
necesario recolectar 9 submuestras espaciadas por 2,5 m entre si. En cada submuestra se
tomaron 150 g de suelo y se mezclaron reuniendo: a) las tres submuestras mas cercanas a la
fundicion, b) las tres mas lejanas, y c) las tres intermedias (Figura 1.1.). Las muestras
compuestas se mezclaron y tamizaron para lograr homogeneidad. Este disefio permiti6
testear la homogeneidad de cada sitio de muestreo. Los suelos recolectados fueron
trasladados en bolsas plasticas y secados en estufa a 40 °C por 24 horas. Todas las muestras
fueron tamizadas con un tamiz de 2 mm y almacenadas en oscuridad hasta su

procesamiento (Béckstrom et al., 2004).

Figura 1.1. Disposicion de las submuestras dentro de las cuadratas en las distintas
transecta.
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Figura 1.2. Area de muestreo de suelos superficiales en Cordoba (Argentina) en los
alrededores de una fundicién de plomo ubicada en Bouwer. Las transectas se
determinaron de acuerdo a los vientos predominantes.
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1.2.4.Analisis Fisicoquimicos

1.2.4.1. Conductividad electrica, pH y porcentaje de materia organica

Con la finalidad de determinar el pH y la conductividad eléctrica (CE) de los suelos
superficiales recolectados se realizd una extraccion preparando una suspension suelo:agua
en proporcion 1:5 P/V por triplicado (Béackstrom et al., 2004). La misma se agitdé por 30
minutos a temperatura ambiente y se dejé descansar por 24 horas. El pH y la CE se
midieron en el sobrenadante utilizando un pH metro TPX Il (Altronix, Estados Unidos de
America) y un conductimetro CON 500 Series (Oakton, Singapur).

Para determinar el porcentaje de materia organica (%MO) en los suelos se empled la
metodologia desarrollada por Peltola and Astrém (2003), la misma consiste en evaluar la
diferencia de peso antes y después de una combustion del suelo en mufla a 500 °C por 4

horas.
1.2.4.2. Metales pesados extraibles con HCI 0,5 M

Con el objetivo de analizar la concentracion de los metales pesados intercambiables en
los suelos superficiales, se realizd una extraccion con acido clorhidrico a una concentracion
0,5 M. Esta técnica ha sido utilizada exitosamente en otras investigaciones para evaluar las
concentraciones de metales pesados no residuales en sedimentos de cursos de agua y en
suelos (Bermudez et al., 2010%; Sutherland, 2002; Sutherland et al., 2004; Sutherland y
Tolosa, 2001). La extraccion con HCI 0,5M permite obtener la fraccion intercambiable de
metales pesados asociados a carbonatos asi como los que se encuentran moviles, como
parte del suelo. Por otra parte, es posible que el HCI a esta concentracion libere parte de la
fraccion de metales asociados a 6xidos de Fe y Mn, pero de ninguna manera tiene la

capacidad de liberar la fraccion residual asociada a silicatos (Sutherland y Tolosa, 2001).

Para emplear esta técnica fue necesario tamizar nuevamente las muestras de suelo
(previamente tamizadas a 2 mm), en esta ocasion a 63 pum con una malla de acero
inoxidable y sin moler para evitar transformar las fracciones granulométricas durante el
proceso (Sutherland et al., 2004). Luego, la extraccidén propiamente dicha, se llevo a cabo

mezclando 7 g de suelo (peso seco) con 25 mL de HCI 0,5M seguido por agitacion a
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temperatura ambiente por 30 minutos. Luego de 24 horas, la solucion fue filtrada con papel
de filtro de 2 um (Munktell, Alemania) y analizada utilizando un espectofotémetro de
absorcion atomica de llama (FAAS) Perkin-Elmer AA3110 para determinar las
concentraciones de Copcr, Cunct, Fencr, Nincr, Mnucr, Pbuct, Znwer Y Cduc (Sutherland,
2002).

1.2.4.3. Metales pesados pseudototales

Con el objetivo de analizar las concentraciones de metales pesados correspondientes a
la fraccion de pseudo totales en suelos superficiales, se llevo a cabo una extraccion con
acido clorhidrico y acido nitrico concentrados 3:1 (V/V) (aqua regia) (Ketterer et al., 2001).
Esta técnica ha sido utilizada con éxito en numerosos trabajos para evaluar las
concentraciones de metales en suelos, sedimentos y otras matrices solidas (Fachinelli et al.,
2001; Dragovi¢ et al., 2008; Mico et al., 2006; Rodriguez et al., 2008). Se tomaron como
base los procedimientos sugeridos por EPA (método 3051A), con modificaciones, las que
se debieron, principalmente, a la falta de un horno de microondas para digerir las muestras.
Para ello, se tomaron 5 g de suelo (peso seco), previamente tamizados a 63 um con malla
de acero inoxidable, y se los llevé a mufla a 450 °C por 4 horas (Peltola y Astrém, 2003).
Luego se realizd la extraccion de metales de las cenizas empleando 10 mL de HCI/HNO3
3:1 (VIV) (Franco-Uria et al., 2009). Se agitd la suspension durante 30 minutos y luego de
24 horas se filtro con papel de filtro de 2 um (Munktell, Alemania) analizando la
concentracion de Co, Cu, Fe, Ni, Mn, Pb, Zn y Cd en el sobrenadante utilizando un

espectofotdmetro de absorcidn atomica de llama Perkin-Elmer AA3110.

Para asegurar la calidad de las determinaciones analiticas se prepararon muestras
“blanco” y de material certificado (CRM GBW07405 Soil-NRCCRM, China) de la misma
manera en que se procesaron todas las muestras de suelos. Los porcentajes de recuperacion
para el material certificado fueron de 87 + 3 % para Pb, 90 £ 1 % para Cu, 89 + 3 % para
Co, 93 + 2 % para Ni, 94 + 6 % para Fe, 90 + 3 % para Zn, y 89 + 4 % para Mn, estos son
porcentajes promedio y sus desvios estandar expresados con respecto al valor declarado y
teniendo en cuenta todas las determinaciones realizadas en la fraccion pseudototal de suelo

a lo largo de la tesis completa. Los blancos siempre arrojaron valores por debajo del limite
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de deteccion del equipo. Todas las muestras fueron analizadas por duplicado (réplicas

analiticas) y los coeficientes de variacion entre los mismos nunca superaron el 10%.

1.2.5. Métodos estadisticos

Se empled el test de Shapiro-Wilks para evaluar la distribucion normal de los datos.
Las concentraciones de los metales que no presentaron distribucion normal fueron
transformadas logaritmicamente antes de realizar los anélisis estadisticos paramétricos. Se
realizaron andlisis de la varianza (ANOVA) para determinar el efecto de los tratamientos
sobre las concentraciones de los elementos con categorias arbitrarias. En un primer
ANOVA los tratamientos fueron los sitios dentro de cada transecta, y en un segundo
ANOVA los tratamientos fueron las transectas. Este mismo analisis se utilizo para
comparar las tres muestras compuestas provenientes de cada sitio de muestreo entre si y

determinar la homogeneidad de los sitios.

Se realizaron regresiones curvas para elaborar modelos predictivos de la concentracion
de los metales en los suelos superficiales en funcidn de la distancia a la fuente. Cuando la
regresion simple no fue suficiente para predecir la concentracion de algun elemento se
utilizaron regresiones lineares maltiples incorporando variables como porcentaje de materia
organica y el pH del suelo. También se calcularon los coeficientes de correlacion de
Spearman para identificar posibles relaciones entre el contenido de Pb y otros metales

medidos en el suelo.

1.3. Resultados y Discusion

1.3.1.Estadistica descriptiva

Los resultados correspondientes a la estadistica descriptiva de las concentraciones
elementales y las propiedades fisicoquimicas del suelo se presentan en la Tabla 1.1. La
misma representa el conjunto completo de datos obtenidos para todos los sitios con el
objetivo de reflejar los gradientes de contaminacion. La concentracion de Pb en los suelos

superficiales de cada sitio de muestreo y los ANOVASs para cada transecta se muestran en

35



la Tabla 1.2. De acuerdo con la legislacion Argentina y las pautas canadienses para la
calidad del suelo (SQG, Tabla 1.3) (CCME, 1991, 2007), las concentraciones
pseudototales de Cu, Co, Ni, y Zn en el area de estudio se encontraron dentro de los limites
establecidos para los usos agricola, residencial e industrial. También es importante destacar
que estos valores fueron similares a los reportados en un estudio previo de suelos en la
provincia de Cordoba (Bermudez et al., 2010b), pero superior a los valores encontrados en

los sitios control (Tabla 1.1.).

La concentracion de Pb pseudototal en los suelos estudiados super6 los limites fijados
por la legislacion nacional e internacional para los usos de suelo agricola, residencial e
industrial tanto en los sitios como en las transectas: 1y 2 (TS); 10 (TO); 18 (TN); 23y 25
(TE). Estos valores representan un riesgo para la salud del medio ambiente de acuerdo con
las directrices nacionales (CCME, 2007) (Tabla 1.3.).

Al comparar los resultados con los provenientes de otros estudios sobre concentracion
de Pb en suelos superficiales alrededor de fundiciones de baterias de plomo en los Estados
Unidos de América, la concentracion de Pb pseudototal en suelos superficiales de Bower no
fue tan elevada como las encontradas por Elliott y Brown (1989) quienes informan una
concentracion de 21% (P/P) y Austin et al. (1993) que encontraron concentraciones de
30.000 mg kg™. No obstante existen estudios que informan resultados similares a los aqui
encontrados, como por ejemplo Kim et al. (2003), quienes reportaron 13.260 mg kg;
Eckel et al. (2002), quienes estudiaron los suelos superficiales alrededor de 10 hornos de
fundicion de baterfas diferentes, encontraron niveles entre 306 y 2550 mg kg™ PS. Por otra
parte, en Espafa, Cala y Kunimine (2003) estudiaron el suelo alrededor de una fundicion de
plomo recicladora de baterfas reportando un valor de 5.900 mg kg™* PS, menor al

encontrado en Bouwer, Cérdoba.

En cuanto a los metales pesados extraibles con HCI 0,5 M, las distintas legislaciones no
cuentan con estandares normativos fijados para suelos; por este motivo los resultados
encontrados no han sido comparados con valores maximos permitidos. Sin embargo, en el
presente estudio, las concentraciones Cupci , Mnycr , Nincr Y Znpcr fueron inferiores a los
resultados hallados por Sutherland y Tolosa (2001), quienes estudiaron los efectos de la

contaminacién de origen vial sobre las concentraciones de metales pesados en suelo
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superficial mediante una digestion parcial con HCI 0,5 M en Hawai. Cabe destacar que las
concentraciones de Pbyc y Fenc) encontradas en Bouwer fueron mayores a las informadas

por dichos autores.

Tabla 1.1. Estadistica descriptiva de las concentraciones pseudototales y extraibles en
HCI 0,5 M de Pb, Cu, Co, Ni, Fe, Zn, Mn (mg kg™ PS), de porcentaje de materia
organica (%MO), conductividad elécrica (CE expresada en ps.cm™) y pH en suelos de
los alrededores de una planta de fundicion de baterias en Bower, Cordoba, Argentina.

Desvio Control Control

Minima Maxima Media 3 )

Estandar  interno externo
Pb 6,9 13023 712 2215 9,9 10,0
Pb Hei 7,8 3496 394 755 9,1 4,1
Cu 1,40 51,2 8,99 7,27 3,7 13,8
CU Hei 1,60 39,7 4,37 5,31 2,9 2,4
Co 3,10 25,1 12,3 5,06 7,6 6,8
CO Hal 0,80 4,30 2,95 0,57 4 4.4
Ni 2,00 8,60 4,57 1,44 9,2 6,7
Ni Hel 1,70 6,20 2,57 0,69 3,1 1,8

Fe 2071 21991 10288 3946 2392 14146
Fe ne 223 2080 561 248 284 401
Zn 14,7 167 33,5 23,4 23,9 40,6
ZN Hel 2,8 74,3 8,54 10,6 8,8 3,5
Mn 78,6 736 437 145 242 636
Mn we 64,1 364 267 51,3 329 180
pH 4,25 7,13 6,47 0,53 6,62 6,82
% MO 4,07 16,3 5,79 1,85 577 3,09
CE 37,20 730 133 104 215 73,8

Los elementos sin subindice indican concentracién en la fraccion pseudototal. El subindice HCI indica metales
pesados extraidos con HCI 0,5 M. Para los controles interno y externo, los datos presentados corresponden a los
valores medios.

Los resultados encontrados para suelos de Bouwer muestran elevadas concentraciones
de Pb psudototal y extraible. Un dato llamativo es que las concentraciones de Pbyc fueron
similares a las de Pb pseudototal en la mayoria de los sitios. Este es un hallazgo importante
ya que ésta representa la fraccion movilizable, es decir el Pb que puede estar disponible
para determinados seres vivos (Cala y Kunimine, 2003; Kabata-Pendias y Mukherjee,
2007). Desde el aspecto ambiental, esto supone que, en promedio, un 93% del Pb total
contenido en los suelos de Bouwer es extraible con HCI 0,5M, porcentaje muy superior a

los valores reportados en otros estudios que utilizaron la misma técnica de extraccion,
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encontrando porcentajes de extraccion comprendidos entre el 35% y el 80% (lsoyama y
Wada, 2007; Moutsatsou et al., 2006; Reed et al., 1996).

Tabla 1.2. Concentraciones pseudototal y extraible en HCI 0,5 M de Pb (mg kg™*PS *
DE) medidas en suelos superficiales de los alrededores de una fundicion de baterias en
Bower, Cordoba, Argentina, y andlisis de la varianza (ANOVA) en cada transecta.

Sitio de Distancia Pb Pb Pbc Pbuci
muestreo (m) (media £ DE) Diferencias (media + DE) Diferencias
Transecta Sur (TS)
1 80 11936+1144 A 3000+591 a
2 140 26441622 B 2376+301 b
3 180 270,3+16,8 C 289,6+40,3 C
4 230 114,2+8,3 C 167,5+12,0 d
5 340 67,4£11,5 D 100,4+16,9 d
6 430 51,8+6,1 D 55,1+9,5 e
7 530 41,444 D 41,1+£3,8 e
8 730 27,6+2,8 E 25,2+3,7 f
9 1020 20,3+3,5 E 16,4+1,6 f
ANOVA p<0,001 p<0,001
Transecta Oeste (TO)
10 40 1230+261 A 1591+295 a
11 120 149,5+12,4 B 170,6+9,4 b
12 220 29,945,1 C 27,1+5,8 C
13 360 20,2+1,6 C 15,740,9 d
14 560 20,1+1,9 C 13,6+1,6 d
15 580 17,5+4,5 C 19,143,0 d
16 990 26,7+2,3 C 20,2+3,3 d
17 1230 9,7+2,3 D 8,8+1,2 e
ANOVA p<0,001 p<0,001
Transecta Norte (TN)
18 50 1439+130 A 1550£196 C
19 140 295,5£35,5 B 280,8+34,8 b
20 250 266,4+8,1 B 246,9+11,3 bc
21 350 115,7+1,4 C 102,3+1,3 cd
22 490 39,1+2,6 C 31,1+1,6 d
ANOVA p<0,001 p<0,001

Pb sin subindice muestra la concentracion del metal en la fraccion pseudototal. El subindice HCI indica la
concentracion de plomo en suelos correspondiente a la fraccion extraible con HCI 0,5 M. Para los controles interno
y externo, los datos presentados corresponden a los valores de media aritmética. Se destacan en negrita los valores

que superan el limite legal para el uso agricola de los suelos.
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Tabla 1.2. (Continuacidon). Concentraciones pseudototal y extraible en HCI 0,5 M de
Pb (mg kg™PS + DE) medidas en suelos superficiales de los alrededores de una
fundicion de baterias en Bower, Coérdoba, Argentina, y andlisis de la varianza
(ANOVA) en cada transecta.

Sitio de Distancia Pb Pb Pbuci Pbnrc
muestreo (m) (media £ DE) Diferencias (media + DE) Diferencias
Transecta Este (TE)
23 62 1050+307 A 640,7+183 a
24 120 235,9+27,1 BC 193,3+8,1 c
25 56 348,8+78,1 B 275,0+60,3 b
26 110 89,7+8,4 C 87,4+7,6 d
27 200 40,2+2,1 D 37,1+0,8 e
28 300 23,5+1,1 D 18,2+2,0 f
29 540 21,9+1,0 D 16,9+2,2 f
ANOVA p<0,001 p<0,001
Controles
“Control 5630 9,0+1,7 9,1+0,9 a
interno
“Control 39060 10,0040,01 4,120,4 b
externo
ANOVA ns p<0,01

Pb sin subindice muestra la concentracién del metal en la fraccién pseudototal. El subindice HCI indica la
concentracion de plomo en suelos correspondiente a la fraccion extraible con HCI 0,5 M. Para los controles interno
y externo, los datos presentados corresponden a los valores de media aritmética. ns: no significativo. Se destacan en
negrita los valores que superan el limite legal para el uso agricola de los suelos.

Estos resultados llevan a analizar criticamente la legislacion que regula la
concentracion de metales pesados en los suelos (Ley Nacional N°24051, Republica
Argentina), ya que en todos los casos se refiere a valores maximos permitidos en suelos
segun los usos, para la fraccidn pseudototal. En el caso particular de Pb los niveles
méaximos permitidos se refieren a la concentracion total del metal y no indican su
posibilidad de migracion o extraccion. Este estudio demuestra que la mala gestion de las
industrias dedicadas al reciclado de baterias acidas pueden provocar la contaminacion de
los suelos proximos a estas, principalmente con Pb en una forma quimica movilizable. Esto
sugiere que los limites maximos permitidos por la legislacion para suelos con uso agricola

y residencial, especialmente, deben ser revisados bajo estas consideraciones.

Los suelos superficiales ubicados al sur de la fundicion de plomo presentaron mayores
valores de Pb que los suelos en otras direcciones (Tabla 1.2), lo cual muestra la incidencia
de los vientos predominantes sobre las emisiones de chimenea, si bien la industria dej6 de

operar en el afio 2005. La TS mostrd las concentraciones mas altas de Pb (pseudototal y
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movilizable) y estas se mantuvieron elevadas a mayores distancias de la fuente que las
concentraciones de Pb en suelos de las otras transectas. Los resultados del ANOVA
resaltaron una marcada disminucion en la concentracion de Pb después de los primeros
metros de cada transecta, con grandes diferencias entre el primer sitio y el resto, lo cual
enmascara los gradientes hacia los sitios mas remotos.

Tabla 1.3. Valores maximos permitidos segun la legislacion argentina y canadiense

para la concentracion pseudototal de metales pesados (mg kg™ PS) segun los diferentes
usos del suelo.

Uso del Suelo
Elemento Agricola Residencial Industrial
GCS* GCS-SA® GCS? GCS-SA® GCS?* GCS-SA®
Pb 375 70 500 140 1000 600
Cu 150 63 100 63 500 91
Co 40 - 50 - 300 -
Ni 150 50 100 50 500 50
Zn 600 200 500 200 1500 360

GCS = Guia para calidad de suelo; GCS-SA = guia para calidad de suelo para la salud ambiental. PS= peso seco.
3_egislacion Argentina (Argentina, 1991). "CCME = Consejo Canadiense de Ministros de Ambiente (CCME,
1991). “CCME (2007). Se destacan en negrita los valores considerados limite puesto a que el estudio se desarroll6
en suelos agricolas fundamentalmente y y los valores GCS son los aplicables segun legislacion argentina.

En relacion a la estadistica descriptiva de las concentraciones de metales pesados y de
las propiedades del suelo debajo de pilas de escoria y a diez metros de distancia de éstas,
las concentraciones de Pb revelan que el correspondiente a la fraccion pseudototal supero
los limites para los usos agricola, residencial e industrial del suelo en las muestras tomadas
debajo de la pila de escorias (Tabla 1.4). Sin embargo, estos valores se encontraron dentro
de los limites maximos permitidos por la legislacion en muestras de suelo del sitio de
muestreo ubicado a diez metros de distancia de la pila (aunque las concentraciones fueron
mayores que en los sitios control). Las diferencias entre las muestras tomadas debajo de la
pila y a 10 m de distancia de ella, se analizaron mediante ANOVA, y no se encontraron
diferencias significativas para ninguna de las fracciones, pese a la fuerte tendencia de
disminucion observada. Estadisticamente, esto se debi6 a la gran desviacion estandar en
torno a los valores medios; aspecto que reveld la heterogeneidad en la composicion de las
escorias, que en los procesos de erosion y lixiviacion que sufren en el suelo liberan
principalmente Pb. Resultados similares fueron encontrados y reportados por Ettler et al.

(2004) en la Republica Checa, donde demostraron que las escorias producidas por el
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reciclado de baterias &cidas de automoviles empleando viejas tecnologias tiene como
consecuencia una considerable cantidad de plomo en el suelo; y por Adie y Osibanjo (2009)
en Nigeria. En relacién a la concentracion de los demas metales analizados en suelos, s6lo
Cu, Fe, Ni, y Niyc mostraron concentraciones significativamente mayores que las

encontradas en los sitios control.

El porcentaje de materia orgénica (%MO) y la conductividad eléctrica (CE) en suelos
del sitio donde habia depdsito de escorias, presentaron valores ligeramente superiores a los
encontrados a 10 m de la pila, pero estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas. No obstante, %MO y CE fueron significativamente inferiores en los sitios
control, tanto en comparacién con las muestras tomadas bajo la pila como a 10 m de la
misma (Tabla 1.4.).

Tabla 1.4. Estadistica descriptiva de las concentraciones de metales pesados en suelos
superficiales (mg kg™ PS ), pH, % MO y CE bajo una pila de escoria (n = 3) y a diez
metros la misma (n = 3).

Bajo la pila de escorias 10 m desde la pila de escorias
Elemento Minimo Maximo Media De,svm Minimo Maximo Media De,swo
Estandar Estandar
Pb 276 4568 2026 1929 29,1 147 86,1 47,1
Pb ne 230 3257 1592 1297 36,4 161 97,6 53,6
Cu 6,5 21,8 11,9 7,0 4,4 8,2 6,2 1,7
CU e 3,10 16,2 7,58 6,27 2,80 3,00 2,87 0,08
Co 55 8,6 7,6 1,2 11,8 18,7 15,2 3,3
Co Hei 2,6 2,9 2,7 0,1 2,9 3,2 3,0 0,1
Ni 3,3 9,9 57 3,1 3,3 55 4,3 1,0
Ni Hel 3.4 11,4 6,2 3,9 2,4 2,6 2,5 0,1
Fe 3965 18924 12384 5639 8425 17977 12492 3431
Fe val 348 1610 772 563 409 868 523 173
Zn 21,3 28,5 24,4 3,19 19,5 32,8 25,7 6,05
ZN Hel 7,10 11,6 9,42 1,75 5,00 7,40 6,13 0,87
Mn 369 416 391 15,4 325 444 383 48,9
Mn e 263 304 284 15,7 286 320 302 12,4
pH 6,68 7,50 6,97 0,41 6,80 6,82 6,81 0,01
%MO 5,01 6,83 6,12 0,87 5,63 5,84 5,73 0,09
CE 160 317 221 75,2 117 256 182 62,4

Los elementos sin subindice indican concentracion en la fraccion pseudototal. El subindice HCI indica metales
pesados extraidos con HCI 0,5 M. Para los controles interno y externo, los datos presentados corresponden a los

valores medios.
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1.3.2.Influencia de los vientos predominantes

Se realizaron ANOVAs dentro de cada transecta, los mismos fueron presentados en la
Tabla 1.2. El anélisis de la varianza (ANOVA) dentro de cada transecta no permitié inferir
claramente la influencia de los vientos sobre la dispersion de metales (Tabla 1.2). En
contraste, se observaron diferencias significativas entre transectas, con concentraciones de
Pb (pseudototal y extraible con HCI 0,5M) significativamente mayores en TS (Tabla 1.5.),
resultados que concuerdan con los vientos predominantes del norte. Ademas, las
concentraciones de Pb extraibles con HCI 0,5M en TN fueron méas bajas que las
encontradas en la TS, al mismo tiempo que superaron las encontrados en las TE y TO. Las
concentraciones de Pb en estas dos Ultimas transectas no mostraron diferencias
significativas, lo que se relaciona con la segunda direccion predominante del viento, ya que
muchos dias al afio se presentan fuertes vientos del sur. El resto de los metales estudiados

no mostraron tendencias claras para este analisis.

Tabla 1.5. Comparacion de la concentracion de metales pesados en suelos entre las
distintas transectas analizadas mediante analisis de la varianza (ANOVA) utilizando
la direccion del viento como criterio de clasificacion.

L . . 1 Diferencias
Elemento Significancia Medias por Transecta (mg kg~PS) entre transectas
TS TN TE TO TS TN TE TO
Pb *x 1686 431 259 188 a b b b
Pb He *x 675 442 181 233 a ab b b
Cu *x 9,9 9,9 10,9 57 a a a b
CU pa * 6,1 3,4 4,6 2,9 a ab ab b
Co falaled 7,3 15,3 17,0 12,0 C a a b
Co yei el 2,5 2,8 3,2 3,3 C b a a
Ni el 3,4 4.4 55 51 C b a ab
Ni He * 2,6 2,3 2,7 2,6 ab b a ab
Fe *k 11015 8749 11347 9507 a b a ab
Fe nc el 641 478 685 414 a b a b
Zn ns 39,7 27,8 37,3 26,8
ZN yei *k 11,8 4,0 8,6 7,6 a b ab ab
Mn falaled 323 530 582 384 C a a b
Mn e iolaied 253 253 251 307 b b b a

Los elementos sin subindice indican concentracion en la fraccion pseudototal. El subindice HCI indica metales
pesados extraidos con HCI 0,5 M. Para los controles interno y externo, los datos presentados corresponden a los
valores medios. TS: Transecta Sur; TN: Transecta Norte; TE: Transecta Este; TO: Transecta Oeste.

ns = no significativo - * Significativo con p<0,05. - ** Significativo con p<0,01. - *** Significativo con p<0,001.
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Los resultados de la distribucion espacial de Pb en el area de estudio proporcionan
evidencia de que la fundicion de baterias fue una importante fuente de emision de Pb que
impacté en la composicién, y contaminacion, de la capa superior del suelo, aunque no

constituyé una fuente importante de otros metales.

1.3.3.Relacion entre las concentraciones de metales en el suelo
y la distancia a la fuente

En la Tabla 1.6. se muestran los resultados de las regresiones curvas simples y de los
modelos de regresion lineal multiple para Pb en los suelos superficiales estudiados, (se
presentan s6lo las regresiones con resultados significativos). Teniendo en cuenta todo el
conjunto de datos, la concentracion de Pb tuvo un ajuste aceptable a un modelo potencial en
ambas fracciones de suelo analizadas, lo que indica concentraciones menores a medida que
la distancia al predio donde estuvo la fundicion, aumenta. El decaimiento principal ocurre
en los primeros 100 metros, y segun las predicciones dadas por el modelo y las directrices
de calidad del suelo (Tabla 1.3.) dadas por la legislacion, la concentracion de Pb se torna
aceptable para suelos con uso agricola a partir de una distancia de 104 m desde la fuente,
mientras que para un uso residencial se alcanzan valores aceptables de plomo en suelos a

partir de 86 m desde la fuente en cualquier direccion.

Los resultados de las regresiones en cada transecta (Tabla 1.6.), muestran ajustes
Optimos en todos los casos, excepto para la TE. Sin embargo, esta excepcion puede deberse
al uso historico del suelo en el sector correspondiente a esta transecta. Del mismo se
extraian en el pasado los primeros horizontes del suelo, como materia prima para fabricar
ladrillos antes de emplearse con fines agricolas. Las muestras de suelo del sitio 24, ubicado
a 120 metros de distancia de la fundicién en direccion NE (31° 33'32.04" S; 64° 11'6.52 "
O) correspondieron al patio de una vivienda junto a la fundicién, sector donde el suelo no
se empled para la fabricacién de ladrillos. Estas muestras presentaron una elevada
concentracién de plomo (1050 mg kg™ PS) en la fraccion pseudototal. Este hallazgo
demuestra la influencia del uso del suelo en la capacidad de prediccion del modelo en la

direccion Este.
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Los resultados de los andlisis de regresion utilizando el conjunto completo de datos
proporciona predicciones muy Utiles, pero su precisién mejora cuando se analizan los datos
transecta por transecta (alcanzandose R? de alrededor de 0,9). De acuerdo con estas
predicciones, las distancias necesarias para cumplir con las normas de calidad del suelo
seguin sus usos (Tabla 1.3.) son 135 m, 110 m, y 68 m para los usos agricola, residencial e
industrial, respectivamente, en la direccion norte; 221 m, 197 m, y 149 m, en direccién sur;

58 m, 47 m, y 29 m, en direccion este; y 59 m, 47 m, y 27 m, en direccion oeste.

Tabla 1.6. Regresiones simples para la concentracion de Pb en suelos superficiales
alrededor de una fundicién de baterias.

Modelo predictivo en todas la direcciones
R’ Constante Paradmetros Modelo
Pb 0,6377"  36,8E+04 (+17,5E+04)" x distancia ™83 (0.085) Potencial
Pbua  0,6747  30,3E+04 (+13,1E+04)" x distancia ™69 0078 Potencial

Modelo predictivo hacia el Sur
R’ Constante Parametros Modelo
Pb 0,867  2,4E+08 (+1,8E+08)™ x distancia 477 #0139 Potencial
Pbua 09257  4,23E+07 (+2,1E+07)" x distancia 9% :0.086)" Potencial

Modelo predictivo hacia el Norte
R? Constante Parametros Modelo
Pb 0,917 40,2E+04 (+17,1E+04)" x distancia™#%2 #0079 Potencial
Pbua 0,917  68,8E+04 (+31,5E+04)" x distancia™>39 0.086) Potencial

Modelo predictivo hacia el Este

R? Constante Parametros Modelo

Pb 0,583 98,572 (+89,255)"™ x distancia %" #0179 Potencial

Pbyo 0,656 84,211 (+66,059)™ x distancia ™33 #0159 Potencial
Modelo predictivo hacia el Oeste

R? Constante Parametros Modelo

Pb 0,84" 66,103 (+31,444)" x distancia™2%9 008D Potencial

Pbua 0,845 133,214 (+68,680)"™ x distancia™#03 0.087)™ Potencial

Los elementos sin subindice indican concentracion en la fraccion pseudototal. El subindice HCI indica metales
pesados extraidos con HCI 0,5 M. Para los controles interno y externo, los datos presentados corresponden a los
valores medios. ns = no significativo - * Significativo con p<0,05. - ** Significativo con p<0,01. - *** Significativo
con p<0,001.

En algunos casos, (Ni para TS; Conci para TN, Y Cuuci, Nincr Y Znuer para TE) el
coeficiente de regresion se incrementd cuando el modelo empleado correspondi6 al de

regresion lineal multiple (Tabla 1.7.), resultados comparables a los informados por
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Bermldez et al. (2010a). Esto ocurrié principalmente en la fraccion extraible con HCI
0,5M, lo que revela la importancia de variables como el pH, %MO, y la CE como
reguladoras de las fracciones de metales presentes en el suelo mas disponibles para las
plantas, los animales y el hombre.

Para Cu, solo se lograron predicciones con R? superiores a 0,5 en las TS, TN, y TE,
principalmente para la fraccion movilizable (Figura 1.3). De hecho, para la TE fue
necesario incorporar mas variables aparte de la distancia (Tabla 1.7). En todas las
direcciones, Cu decay6 con la distancia, lo que indica que la fundicion de baterias fue una
fuente para este metal en suelos. ElI Cu es un aditivo utilizado en las baterias a base de
plomo. Otros autores han informado un incremento del mismo metal en suelos aledafios a
fundiciones de la baterias (Nedwed y Clifford, 1997).

Tabla 1. 7. Andlisis de regresiones multiple para la concentracion de metales pesados,
%MO, pH y CE en suelos superficiales alrededor de una fundicion de reciclaje de
baterias.

Elemento R? Constante Parametros Modelo
Sur
: s -0,599 (+0,221) x pH + 0,929 (+0,161) " | .
Ni 0,570 2 (¥1,91) X %MO + 0,004 (£0,001)" x CE Lineal
Norte
w2214 -0,002 (+0)” x distancia + 0,365 (+0,135)" |, .
Conar  0.630 15567y~ x pH -0,211 (0,140)™ x %MO Lineal
Este
- -35,6 - 0,005 (+0,002)™ x distancia +5,921 :
Cumar 0605 155" (42.309)" x pH + 0,017 (0,004)™ xcE  L-ineal
. o -1,023 0,001 (+0)” x distancia +0,516 (+0,272)"™ :
Niwer 0592 (49 761y x pH +0,002 (0)"" x CE Lineal
Znwe 08767 -17,676 -0,008 (+0,003)  x distancia +12,603 Lineal

(+16,88) (+2,605) " x pH + 0,04 (+0,004)”" x CE

Distancia: a la fundicion en m. CE = conductividad eléctrica. % MO = porcentaje de materia orgénica. Los
elementos sin subindice indican concentracion en la fraccion pseudototal del suelo. El subindice HCI indica metales
pesados extraidos con HCI 0,5 M. Para los controles interno y externo, los datos presentados corresponden a los
valores medios. ns = no significativo - * Significativo con p<0,05. - ** Significativo con p<0,01. - *** Significativo
con p<0,001.

En las transectas TS, TNy TE, las concentraciones de Co fueron predecibles con un R?
superior a 0,5 (Figura 1.3. y Tabla 1.7), principalmente para la fraccion extraible con HCI

0,5M, habiéndose encontardo una relacion positiva con la distancia a la fuente. La
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concentracion Co aumento con la distancia en direccion sur y este, aunque disminuyé
ligeramente en direccion norte. Esto puede indicar una posible fuente alternativa de Co en

direccién SE.

En el caso de Ni, solo fue posible obtener un modelo predictivo con R? superior a 0,5
en la TN (Figura 1.3.), mostrando s6lo una ligera reduccion con la distancia, lo que indica
que la fundicién no constituyd una fuente importante para Ni. Resultados similares fueron

reportados por Adie y Osibanjo (2009).

Finalmente, no fue posible encontrar modelos predictivos robustos para las
concentraciones del resto de los metales, por lo que las concentraciones de Fe, Mn, y Zn en
suelos superficiales no parecen haber sido influenciadas por la fundicién de baterias.
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Figura 1.3. Analisis de regresion simple para la concentracion de metales pesados en los suelos superficiales alrededor de una fundicion de
baterias. S6lo las regresiones con coeficientes significativos se presentan en esta figura. A) Cu movilizable en direcciones norte y sur. B) Cu

pseudototal en direccién norte. C) Co movilizable en direcciones sur y este. D) Co pseudototal en direccién sur. E) Ni movilizable y
pseudototal en direccion norte. F) Zn pseudototal en direccion norte.



1.3.4.Analisis de correlacion

Los coeficientes de Spearman calculados para Pb y el resto de los metales en ambas

fracciones se exponen en la Tabla 1.8. La concentracion de Pb correlaciond positivamente

con Pbyci, Cu, Niwcr, Fe y Zn, pero mostré una correlacion negativa con Copci Yy Mnggi.

Estos resultados concuerdan con los resultados del andlisis de regresion reportado

anteriormente, donde Fe, Mn y Zn no parecen ser dependientes de la planta de fundicidn,

mientras que la correlacion entre estos metales y Pb fue significativa. Por otro lado, se

encontrd una correlacion positiva entre Co y Mn, pero estos metales se correlacionaron

negativamente con Pb. Esto podria revelar una posible fuente comun a los dos y distinta de

fundicidn de baterias; lo que es mas, su enriquecimiento suele atribuirse al aporte litogénico

ya que estos metales son componentes naturales en suelos (Facchinelli et al., 2001; Micd et
al., 2006).

Tabla 1.8. Coeficientes de correlacion de Spearman entre los metales pesados
estudiados en suelos superficiales en inmediaciones de una fundicién de baterias en
Bower, Cordoba.

Pb Pb yc Cu CU e Co CO el Ni Ni ner Fe Fe wa Zn ZN ye Mn
Pb 1
Pbua 987 1
Cu 667" 587 1
Cuyea 647 607 87 1
Co ,08™ o01™ 527 467 1
Copa -487 -5 ,08™ 09™ 417 1
Ni 02" 02 457" 36T 3877 367 1
Ni pcl 18" 16 447785 227 48" 567 1
Fe 2777 287 297 247 13™  -16°  12®  08™ 1
Fepa  ,25° 197 447 4™ 19" -05®  07™ 297 207 1
Zn 4577 37T 78Tt 72t a4 160 5477 86T 47T 51T 1
Znpye A5 15™ 2" 4277 04 37 48T 75T o7 1517 5T 1
Mn 05"  -02® 55 4477 837 4477 3177 227 05 3577 487 07" 1
Mnye -527° -5 -487  -237 -08® 5977 -o7™ 227  -16° -227 -217 27 -1

Los metales sin subindice indican concentracion en la fraccion pseudototal. El subindice HCI indica metales
pesados extraidos con HCI 0,5 M. Para los controles interno y externo, los datos presentados corresponden a los
valores medios. ns = no significativo - * Significativo con p<0,05. - ** Significativo con p<0,01. - *** Significativo
con p<0,001.
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1.4. Conclusiones

Los resultados obtenidos en este estudio confirman un gradiente de contaminacion de
los suelos superficiales aledafios a una antigua fundicion de baterias, como consecuencia
de las emisiones de contaminantes al aire durante el funcionamiento de la planta junto con
la deposicién de escorias. Las concentraciones de plomo encontradas cerca de la fundicién
superaron varias veces los limites permitidos en la legislacién nacional e internacional
para suelos de uso agricola. Por lo tanto, teniendo en cuenta el potencial riesgo toxicologico
observado para la salud del ambiente, para la salud humana y la de la vida silvestre de la
zona de estudio, seria menester aplicar politicas de investigacion y remediacion en la zona

a fin de reducir los impactos negativos de esta contaminacién del suelo.

Un hallazgo importante en este estudio fue encontrar una concentracion de Pb
movilizable similar a la concentracion de Pb pseudototal en suelos superficiales afectados
por el impacto de la fundicion de plomo. Esta condicion en suelos con uso agricola
(cultivos de soja y trigo en esa localidad), puede convertirse en un riesgo para la salud
humana por el ingreso de Pb en los granos tal como se ha informado en trabajos previos
(Salazar et al., 2012; Bermudez et al., 2011) ademas de ser una via de ingreso para el
ganado y a su vez humana, lo que implica un riesgo ya que se trata de un toxico. Teniendo
en cuenta estos resultados, es necesario llevar a cabo una evaluacion y modificacion de las
directrices que preservan la calidad de suelos agricolas, considerando la fraccion HCI 0,5 M
de metales u otra extraccion similar que represente fracciones biodisponibles presentes en

el suelo.

En relacion al objetivo central de esta tesis, los resultados encontrados en esta etapa son
un fuerte indicio de que el contaminante Pb puede estar siendo translocado a la vegetacion
silvestre y los cultivos que crecen en el area. Esto sugiere que el sitio seleccionado para su
estudio presenta condiciones optimas a fin de realizar un screening de especies resistentes y

acumuladoras de Pb.
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2. Capitulo 11

Acumulacion de plomo en plantas
silvestres que crecen en suelos
contaminados. Relevamiento de especies
nativas aptas para fitorremediacion.




Resumen

Se estudiaron suelos contaminados con concentraciones elevadas de plomo en una zona
agricola y residencial que rodea a una antigua planta de fundicién de plomo en Bouwer,
provincia de Cdrdoba, Argentina. El objetivo fue evaluar la capacidad para fitoextraccion
de este contaminante por parte de especies vegetales silvestres y nativas que crecen en estos

suelos.

Se determind la concentracion de Pb en hojas, tallos y raices de diez especies
recolectadas en diez sitios de muestreo a lo largo de un gradiente de concentracion de
plomo en el suelo. Se encontraron dos especies nativas, Tagetes minuta L. y Bidens pilosa
L. que acumularon elevadas cantidades de Pb en sus hojas (380,5 mg g™ PS, y 100,6 mg g
1 PS, respectivamente) cuando las concentraciones del metal en el suelo eran de 1600 mg
Pb g™ PS en la fraccion extraible con HCI 0,5M. Por lo tanto se establecié que Tagetes
minuta L. y Bidens pilosa L. tienen un potencial considerable para la fitorremediacion de
suelos contaminados con Pb. En el mismo sitio de muestreo, Sorghum halepense (L.) Pers.,
una especie no nativa, bioacumulé elevados niveles de Pb en sus raices (1406,8 mg g™ PS),
lo que permite proponer a esta especie como una potencial fitoestabilizadora del metal en
suelos. Los resultados de este estudio deberian servir como puntapié para profundizar los
factores que regulan la tolerancia, incorporacion y translocacion de este metal en estas

especies a fin de desarrollar programas de recuperacion de suelos.

2.1. Introduccion

Como se expuso anteriormente, el problema de la contaminacién de los suelos por
metales pesados representa un desafio para las instituciones publicas y privadas. En este
contexto la fitorremediacion tiene el potencial de dar respuesta a este problema aunque
diversos factores determinantes deben ser investigados todavia para poder llevarla a la
practica (Ghosh y Singh, 2005). Dentro de las diversas formas de aplicar fitorremediacion
se destaca la fitoextraccion. Esta constituye la mejor manera de remover y aislar los
contaminantes del suelo sin destruir su estructura ni perder su fertilidad (EPA, 2000).

Descubrir especies hiperacumuadoras es la principal manera de impulsar esta tecnologia
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puesto que pocas especies presentan esta capacidad (Ghosh y Singh, 2005). Para que resulte
factible aplicar la técnica de fitoextraccion de un metal, las plantas utilizadas deben extraer
grandes concentraciones del contaminante mediante sus raices, translocarlas a la biomasa
aérea y producir una gran cantidad de biomasa. Si bien las hiperacumuladoras logran
cumplir los requisitos de extraccion y translocacion, a menudo presentan caracteristicas
desfavorables como crecimiento lento, escasa biomasa y sistema radical poco desarrollado
(Brooks et al., 1998). Esto muestra que en ocasiones las especies hiperacumuladoras
pueden ser eficaces, ya que los procesos de acumulacién y translocacion ocurren, pero poco

eficiente, ya que el rendimiento en términos de tasa neta de extraccion no es elevado.

Algunos estudios han reportado el uso de sitios contaminados como banco de semillas
con genes de tolerancia al contaminante, obteniendo Optimos resultados en la
fitorremediacion de suelos contaminados con metales a partir de dichas semillas (Gleba et
al., 1999). Esta practica implica un impacto de intervencion minimo (Becerril Soto et al.,
2007) ya que en el mismo sitio problema se puede encontrar una solucién que por un lado
no implique introducir especies que alteren el balance ecoldgico y que por otro ya esta
adaptada a las condiciones reinantes y de esta manera no requerira una inversion de

esfuerzos adicional (Ghosh y Singh, 2005).

Sin embargo, la implementacion de esta tecnologia supone el estudio de ciertas
condiciones como son la capacidad de la planta para extraer los metales del suelo, la
produccién de biomasa, el drgano de la planta en el que se acumulan los metales, el efecto
del clima y la estacionalidad sobre la especie, la biodisponibilidad de los metales en el
suelo y los niveles de toxicidad de éstos para la especie, y la competencia entre los
diferentes iones metalicos (Montes Botella, 2001). Muchos de estos problemas se pueden
evitar mediante el conocimiento de la fisiologia y condiciones optimas de cultivo de estas
especies, si se realiza una adecuada seleccién de las mismas y de las condiciones Optimas
de cultivo, considerando los factores mencionados. A pesar de que la fitorremediacion es
un método que se utiliza actualmente en muchas partes del mundo, los estudios son escasos
en Argentina y especialmente aquellos que estudien especies nativas con la finalidad de que
estas sean empleadas para la eliminacion de metales pesados de suelos (Arreghini et al.,
2006; Bonfranceschi et al., 2009; Flocco et al., 2002; Torri et al., 2009).
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En este capitulo se analiza la relacion entre las concentraciones de Pb en suelo y
plantas de distintas especies que crecen en una zona agricola y residencial en torno a una
antigua planta de reciclado de baterias. Numerosos estudios han informado que este tipo de
fundiciones son una importante fuente de contaminacion por Pb en los suelos circundantes
(Cala y Kunimine, 2003; Ramirez, 2008) y en este caso particular la presencia de elevadas
concentraciones de este contaminante en suelos queddé demostrada (Capitulo I). La
comunidad vegetal que crece alrededor de la fundicion representa una gran oportunidad
para estudiar la capacidad de plantas nativas para tolerar altos niveles de plomo y
acumularlo en sus tejidos, esto permitiria seleccionar especies aptas para ser empleadas en
la fitorremediacidn de suelos contaminados con plomo. Por tal motivo, el propésito de este
estudio fue investigar la transferencia de plomo desde suelo a especies nativas analizando la
translocacion del metal a distintos 6rganos de las plantas y las tasas de acumulacion de Pb
en cada uno de ellos. Las especies herbaceas anuales, por ser en su mayoria plantas
ruderales, tienen una rapida aclimatacion y adaptacion al medio en el que se desarrolla su
poblacion. En el caso de la fundicion de Bouwer han transcurrido mas de 25 afios con
presencia de Pb en el ambiente, por lo que las especies anuales ruderales llevan mas de 25
generaciones sobreviviendo y reproduciéndose en esas condiciones. Cada especie logra este
éxito mediante diferentes mecanismos, siendo esperable que algunas de ellas
hiperacumulen el contaminante en sus 6rganos aéreos. También es esperable que la misma
especie no se comporte de la misma manera en presencia de diferentes niveles de Pb en

suelo, presentando cada una cierto nivel de tolerancia.

2.2. Materiales y Métodos

2.2.1. Area de estudio

El area de estudio, al igual que en el capitulo anterior, se localiz6 en Bouwer, a 18
kilometros al sur de la ciudad de Cordoba, Argentina (Figura 2.1.). Esta tiene una poblacién
de 1500 habitantes. El suelo en el sitio es un Haplustol éntico y el clima es templado, con
una temperatura media anual de unos 15 ° C y una precipitacién media anual de 500 a 900

mm (Gorgas y Tassile, 2003).
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Como se expuso previamente, el area fue afectada por una antigua planta de reciclado
de baterias que oper6 desde el afio 1984 hasta el afio 2005 (31 ° 33'34 .02 "'S; 64 ° 11'9 .05"
0). Esta fundicién fue cerrada debido a que se detectaron altos niveles de emisién al aire de
plomo debido a la falta de control tanto en la chimenea como a la eliminacion inadecuada
de residuos sélidos (escorias). Ademas, se informaron enfermedades en la poblacion de
Bouwer y trabajadores de la planta de fundicion relacionadas con el plomo (La Voz del
Interior, 2006). Las mediciones de plomo en las emisiones, llevadas a cabo por las
autoridades de la provincia de Cordoba, mostraron valores de plomo 35 veces superiores a
los limites maximos permitidos por la legislacién argentina para aire (Comuna de Bouwer,
2008).

Aunque se cerro la fundicion, el sitio no fue tratado y todavia hay escorias dispersas
por la ciudad y sus alrededores, con el riesgo potencial que esto supone para la salud de la
poblacion y la calidad de los cultivos. En las proximidades de la fundicion de plomo
abandonada, el uso del suelo es principalmente agricola (soja, sorgo, trigo), y residencial.
También existen parcelas (parches) de suelos no empleados para estos fines donde crecen

plantas silvestres.

En esta etapa se eligieron diez sitios de muestreo de vegetacion y suelos superficiales
(Figura 2.1.) con el fin de abarcar un gradiente de concentracién de Pb. Estos sitios se
clasificaron en orden descendente de concentracion de plomo en las fracciones pseudototal
y extraible con HCI 0,5M (el sitio 1 tiene la mas alta concentracion de Pb y los sitios 9 y 10

constituyen sitios de referencia).

Con el fin de detectar especies de plantas nativas, que por sus caracteristicas de
tolerancia al plomo y sus niveles de acumulacion del metal pudieran ser empleadas en la
fitorremediacion de suelos contaminados, se recolectaron en cada sitio las especies

herbaceas mas abundantes que crecian naturalmente.
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Figura 2.1. Area de muestreo de vegetacion y suelos en Cordoba (Argentina)
alrededor de una fundicion de plomo localizada en Bouwer. El sitio 9 se encuentra

entre Bouwer y Cordoba Capital y se lo puede ubicar en el recuadro superior derecho
como un punto aislado.
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2.2.2. Procedimiento de muestreo

Se recogieron muestras compuestas (n = 9 en cada punto) de suelo superficial a una
profundidad de 0-10 cm, removiendo previamente los objetos extrafios presentes en los
mismos, quedando representado cada punto por tres muestras independientes. . Los suelos
fueron recolectados en bolsas de plastico, y una vez en el laboratorio fueron secados en
estufa a 40 °C durante 24 horas. Posteriormente se tamizaron a <2 mm (utilizando un tamiz
de polietileno) y se almacenaron en la oscuridad hasta la realizacion de los procedimientos
analiticos (Béckstrom et al., 2004).

La recoleccion de muestras vegetales se realizd al final de la temporada de verano,
cuando las plantas estaban en flor. Se recogieron aproximadamente 10 ejemplares de cada
una de las especies herbaceas mas abundantes en cada sitio (incluyendo las raices, tallos,
hojas). Un ejemplar de cada especie fue llevado al Museo Botanico de la Facultad de
Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales, IMBIV, CONICET-UNC (codigos de registro
Salazar J. 1 a 10, CORD-365.854 a CORD-365.864) para su identificacion.

Las plantas fueron divididas en el campo, las raices (junto con el material de la
rizosfera) se mantuvieron en bolsas de plastico hasta llegar al laboratorio, mientras que la
parte aérea (tallos y hojas) se colocaron en bolsas de papel. Una vez en el laboratorio, las
muestras se lavaron con agua ultrapura (Milli-Q) y luego fueron secadas en estufa a 40 °C
hasta alcanzar peso seco (PS) constante. Para cada sitio de muestreo, para cada especie, y
para cada organo de la planta, se obtuvieron tres muestras compuestas formadas con tres
ejemplares cada una. Las mismas fueron trituradas y se almacenaron en oscuridad hasta la
realizacion de los analisis quimicos. El décimo ejemplar se registré en el herbario del

Museo Botanico Cérdoba.

2.2.3. Andlisis fisico-quimicos

2.2.3.1. Conductividad eléctrica, pH y porcentaje de materia organica
en los suelos superficiales

El pH y la conductividad eléctrica (CE) de los suelos superficiales se midieron en una

suspension 1:5 suelo:agua ultrapura, la que se dejo en reposo durante 10 min después de 30
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minutos de agitacion a temperatura ambiente (Béckstrom et al., 2004). Con el fin de
calcular el porcentaje de materia orgéanica (%MO) las muestras se secaron a 105 ° C hasta
alcanzar peso constante (Al-Khashman y Shawabkeh, 2006), y luego se procedio segun
Peltola y Astrém (2003). El contenido de materia organica se calculé por diferencia de peso
después de tratar 10 g de muestra seca a una mufla a 500 °C durante cuatro horas.

2.2.3.2. Metales pesados en suelos superficiales

Los analisis realizados para la cuantificacién de metales en los suelos en el Capitulo |
se repitieron en esta etapa para suelos colectados en cada sitio en el que se recolectaron
plantas. Es decir que con la misma metodologia se estudiaron las fracciones pseudototal y
extraible con HCI 0,5M para cada metal.

2.2.3.3. Concentracion de plomo en 0rganos vegetales

Las concentraciones de Pb en los 6rganos de las plantas recolectadas se determinaron
por triplicado segun Bermudez et al. (2009). En primer lugar, 3 g PS de cada 6rgano (hojas,
tallos y raices) se llevaron a mufla a 450 ° C durante cuatro horas. Luego, se realizé la
extraccion de los metales agregando 3 mL de una mezcla de HNO3 conc. y HCI al 20% en
una relacion 1:5 V/V. La suspension se dejo en reposo a temperatura ambiente durante 4 h
y transcurrido ese tiempo se filtrd con papel de filtro de 2 um (Munktell, Alemania) y en el
sobrenadante se analizaron los metales mediante espectrofotometria de absorcion atdmica
(AAS) empleando un espectrometro de absorcion atomica de llama (FASS, Perkin-Elmer
AA3110).

2.2.4. Control de calidad

Como control de calidad se utilizaron blancos y materiales certificados para suelos y
plantas. Los mismos fueron preparados de la misma manera que las muestras y se midieron
las concentraciones de metales mediante AAS cada 10 determinaciones de muestras
problema. EI material certificado utilizado para plantas fue "CTA-OTL-1" (hojas de tabaco
oriental, Instituto de Quimica y Tecnologia Nuclear), y el material certificado utilizado para
suelos fue “CRM GBWO07405” (Suelo-NRCCRM, China). Los porcentajes de recuperacion

para el material certificado de suelos fueron de 87 + 3 % para Pb, 90 £ 1 % para Cu, 89 + 3
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% para Co, 93 + 2 % para Ni, 94 + 6 % para Fe, 90 = 3 % para Zn, y 89 + 4 % para Mn,
estos son porcentajes promedio y sus desvios estandar expresados con respecto al valor
declarado y teniendo en cuenta todas las determinaciones realizadas en dicho material a lo
largo de la tesis completa. Los porcentajes de recuperacion para el material certificado
vegetal fueron de 89 + 4 % para Pb, 92 + 1 % para Cu, 90 £ 1 % para Co, 91 *+ 4 % para Ni,
90 £ 5 % para Fe, 91 + 3 % para Zn, y 90 + 2 % para Mn, estos son porcentajes promedio y
sus desvios estandar expresados con respecto al valor declarado y teniendo en cuenta todas
las determinaciones realizadas en dicho material a lo largo de la tesis completa. Se encontr6
que los coeficientes de variacion entre replicados fueron inferiores al 10%.

2.2.5 Analisis de datos

2.2.5.1 Analisis estadisticos

Se utilizo el test de Shapiro-Wilks para evaluar la distribucion normal de los datos. No
se encontraron variables con distribucion no normal. Sin embargo, se presento
heteroscedasticidad en casi todos los casos. Esto se debe a que la respuesta de los distintos
individuos de cada especie vegetal responden de manera variable a medida que estan
expuestos a concentraciones de Pb en suelo mas elevadas. No obstante este problema fue
resuelto mediante la incorporacion de heteroscedasticidad en el modelo usando Infostat /E
acoplado a R para realizar un analisis de varianza (ANOVA) y asi determinar los efectos
que tienen elevadas concentraciones de Pb en suelos sobre la concentracion de Pb en las
plantas. Cada vez que el ANOVA indico efectos significativos (p <0,05), se llevé a cabo

una comparacion por pares de medias mediante la prueba de Tukey.

2.2.5.2 Factores de translocacién y bioacumulacion en plantas

Se calcularon el factor de translocacion (FT) y el factor de bioacumulacion (FBC)
utilizando la relacion entre la concentracion de Pb en raices y parte aérea en el primer caso
[FT = Cxrea / Criz ] y la relacion entre la concentracion Pbyc en los suelos y la
concentracion del metal en la parte aérea de las plantas [FBC = Cagrea / Csuelo] (Bu-Olayan y
Thomas, 2009). Para obtener el dato de la concentracion de Pb en la parte aérea de las

plantas, la concentracién medida en hojas y tallos se multiplico por la biomasa total de cada
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drgano. Estas masas de Pb se sumaron entre si y el resultado se dividi6 por la biomasa total
de los 6rganos aéreos (Salazar y Pignata, 2014):

Cagrea = (BiOMhoja X Choja + BioMuaiio X Ctailo) / (BiOMhoja + BioMuaio)

Donde: C significa concentracion en la parte de la planta indicada en el subindice; y BioM
es la biomasa correspondiente a la parte de la planta indicada en el subindice.

2.3. Resultados

2.3.1. Metales pesados en suelos

Las concentraciones de plomo para las fracciones pseudototal y extraible con HCI
0,5M, vy los valores de % MO, pH, EC para los diez sitios de muestreo se muestran en la
Tabla 2.1.

De acuerdo con las directrices de calidad de suelos en la Republica Argentina y Canada
(Tabla 1.3, presentada en el Capitulo I), las concentraciones medias de Pb en la fraccion
pseudototal en los sitios de muestreo 1, 2, 3, 4, 5 y 6 superaron los limites para los usos
agricola, residencial e industrial del suelo. Los sitios de muestreo 7, 8, 9 y 10 mostraron
valores dentro de estos limites. Sin embargo, la concentracion de Pb en las fracciones
pseudototal y extraible con HCI fue significativamente méas elevada en los sitios 7 y 8

comparados estos con los sitios 9 y 10.

Es importante sefialar que el sitio de muestreo 3 fue elegido por la presencia de una pila
de escorias depositadas en el lugar. Este sitio se corresponde con el presentado en la Tabla
1.4. (Capitulo 1) y a pesar de que dicho sitio se encuentra a una distancia de 1260 m desde
la fundicién de plomo, mostrd concentraciones de plomo tan elevadas como las de los sitios

proximos a la fundicion.

En los diez sitios estudiados, las concentraciones de Zn, Co, Cu, y Ni para la fraccion
pseudototal presentaron valores dentro de los limites legales [Zn: (34 + 8) mg kg™; Co: (12
+ 5) mg kg; Cu: (9 + 4) mg kg™; Ni: (5 + 2) mg kg™]; y no mostraron relacién con la
distancia a la fundicion. Para el caso de Fe y Mn, no existen umbrales legales, sin embargo

se puede decir que sus concentraciones en la fraccién pseudototal estaban dentro de los
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valores esperados para la region si se comparan con datos bibliograficos (Bermudez et al.,
2010), [Mn: (435 + 105) mg kg™ ; Fe: (10000 + 2000) mg kg™].

Tabla 2.1. Valores medios y desvios estdndar (+DS) de la concentraciones de plomo
(en mg kg™) para las fracciones pseudototal y extraible con HCI 0,5M, porcentaje de
materia organica (%MO), pH, y conductividad eléctrica (CE) (ps.cm™).

Sitio  Distancia* Pb Pb He %MO pH CE
1 80 10471+927 2671+489  55+0,7 4,7+0,2 332,5+34,2
2 140 27224574 24294289 5,8+0,6 6,6+0,2 107,1+£27,7
3 1260 2026+1929  1592+1297 6,1+0,5 7,0+0,2 221,3+44,0
4 50 1391+118 1532+201 5,5#0,3 5,840,1 109,0+19,6
5 40 1187+241 14974289 5,4+0,1 6,8+0,1 105,9+1,9
6 120 1059+307 641+183 54+0,3 6,9+0,1 404,7+41,5
7 268 76,0%£2,5 56,5+2,3 10,0+0,3 6,6%0,2 215,3+27,5
8 580 17,5%4,5 19,1+43,0 10,5+0,8 6,3+0,2 142,7+16,4
9 5630 9,9+1,7 9,1+0,9 58+0,4 6,9+0,1 96,8+21,3
10 1230 9,7+2,4 8,8+1,2 7,3+0,5  6,9+0,2 138,9+32,6

* Distancia a la fundicion en m

La concentracion de Pb en las fracciones psedototal y extraible con HCI 0,5 M presento
valores por encima de los que fija la legislacion y en el caso de la fraccion extraible las
concentraciones fueron similares a las correspondientes en la fraccion pseudototal en varios
sitios (Tabla 2.1.). Las concentraciones extraibles con HCI 0,5M para el resto de los
elementos fueron: Zn: (9 + 3) mg kg™; Co: (3,0 +0,5) mg kg™*; Cu: (4 + 1) mg kg™; Ni: (2,7
+1,1) mg kg*; Mn: (270 + 50) mg kg™; Fe: (600 + 200) mg kg™.

El porcentaje de materia organica estuvo entre el 5,4% y 10,5%. Si bien no se encontro
una tendencia clara para esta variable, es notable que en los suelos mas contaminados
(sitios 1 a 6), el %MO fue significativamente menor en comparacion con los otros sitios (7
a 10). El pH del suelo mostré valores ligeramente acidos o cercanos a la neutralidad,
excepto para los sitios 1 y 4 en los que se detectaron bajos valores de pH, correspondientes
a condiciones acidas. La conductividad eléctrica mostro resultados variables, sin que esta
variabilidad se asociara a las fracciones pseudototal o extraibles con HCI 0,5 M de los

metales pesados estudiados.

61



2.3.2. Evaluacion de la capacidad fitoextractiva de las
especies nativas

En la Tabla 2.2. se exponen las familias a las que pertenecen las diez especies de
plantas evaluadas, colectadas en el area de estudio, su status, su habito, los sitios de
muestreo en que fueron encontradas, y las concentraciones de Pb media, maxima y minima
(mg g™ PS) cuantificadas en hojas. A fin de evaluar el potencial de las distintas especies
para ser empleadas en fitorremediacion de suelos, en esta etapa la concentracién maxima de

Pb en las hojas fue considerada la variable mas significativa.

La concentracion méas alta de Pb en hojas se encontr6 en la especie nativa Tagetes
minuta L. (396 mg g™ PS), seguida por la especie nativa Bidens pilosa L. (111 mg g™ PS).

62



Tabla 2.2. Especies vegetales estudiadas, colectadas en las inmediaciones de la
fundicion de Pb en Bouwer, provincia de Cdrdoba. Las concentraciones de plomo
estan expresadas en pg. g* PS.

Especie Familia Estatus  Habito Sitios Pb
Media Min Max
Bidens pilosa L. Asteraceae Nativa  Herbacea 1,2, 3,4, 26,6 5,2 111
anual 58,9,
10
Tagetes minuta L. Asteraceae Nativa  Herbacea 2,5 1576 8,6 396
anual
Solanum argentinum Solanaceae Nativa  Arbusto 2,5,7,8 10,0 4,6 24,8
Bitter & Lillio perenne 10
Amaranthus sp. Amaranthaceae Nativa  Herbacea 3,4,5,6, 11,7 6,4 21,2
anual 7,8,9,
10
Sorghum halepense Poaceae Introducida  Hierba 5,8, 10 3,4 1,7 59
(L.) Pers. perenne
Ipomoea purpurea  Convolvulaceae  Nativa Enredader 5, 6, 8, 10,2 31 27,9
(L.) Roth a anual 9,10
Mirabilis jalapa L. Nyctaginaceae Adventicia Hierba 579 184 95 27,3
perenne
Aristolochia Aristolochiaceae  Nativa Enredader 8 8,2 74 97
argentina Griseb. a perenne
Lippia turbinata Verbenaceae Nativa Arbusto 8 6,6 6,4 6,9
Griseb. perenne
Eupatorium Asteraceae Nativa Arbusto 1 30,7 30,2 311
inulifolium Kunth perenne

2.3.3. Concentracion de Plomo en plantas

En la Tabla 2.3. se presentan las concentraciones de Pb en hojas, tallos y raices para
cada especie colectada en el area de estudio. Ademas, se presentan los resultados del
andlisis de la varianza (ANOVA) para la comparacién entre las concentraciones de plomo

medidas en las especies que se encontraron en mas de un sitio.
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B. pilosa se encontr6 en casi todos los sitios estudiados. Mostré concentraciones
elevadas de Pb en raices, principalmente en los sitios 1 (741 + 64 mg g-1 PS) y 5 (448 £ 75
mg g PS). La concentracién de Pb en hojas también fue relativamente alta para esta
especie en el sitio 5 (101 = 9 mg g™ PS) y en tallos en el sitio 9 (99 + 2 mg g PS). En
cuanto a T.minuta, la especie sélo se encontrd en los sitios de muestreo 2 y 5. Las hojas,
tallos y raices presentaron elevadas concentraciones de Pb en el sitio 5 (380 + 22 mg g™ PS,
72 +2mg g’ PSy859 +36 mg g™ PS, respectivamente). La acumulacién de Pb en el sitio
2 fue reducida, pese a que la concentracion de Pb y Pbyc en el suelo de este sitio fue
significativamente mayor a la del sitio 5.

El resto de las especies estudiadas no reveld concentraciones de Pb importantes en
hojas para ningun sitio, lo que limita su uso en fitoextraccion. Sin embargo, Sorghum
halepense presento una alta concentracion de Pb en las raices en el sitio 5 (1407 £ 64 mg g
! PS). Esto indicaria que si bien esta especie no es apta para la fitoextraccion de Pb ya que
el metal no se transloca a los tejidos aereos, puede ser Gtil para la inmovilizacion de Pb en
el suelo. Esta técnica estd incluida dentro de la tecnologia de fitorremediacion y se

denomina fitoestabilizacion (Ghosh y Singh, 2005).
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Tabla 2.3. Acumulacion de Pb en hojas, tallos y raices de plantas (ng g-1), factor de translocacion (FT) y de bioacumulacion
(FBC); resultados de ANOVA para la concentracion de Pb en las especies encontradas en mas de un sitio.

Especie Sitios de Muestreo
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Hojas~ 30,5+0,9° 16,3+0,7® 14+1® 13+1®  100+9° 9,1+0,9*  24+1™  55%0,6°
Bidens pilosa Tallos™ 29,3+0,9° 22+43° 23,2+0,3% 11,8+8"  28+1%* 5,1+0,7° 99+2" 5,8+0,7°
Lp Raices™ 741+64° 131+3°  140+5°  44,7+0,6° 448+75° 3,9+0,1° 2,7+0,6° 2,6+0,4°
' FT 0,04 0,15 0,13 0,28 0,14 1,82 22,6 2,19
FBC 0,01 0,01 0,01 0,01 0,04 0,37 6,76 0,64
Hojas 9,0+0,4° 380+22"
Tagetes minut Tallos™ 11412 72+42°
age esLmlnua Rafces™ 30,7+0,5% 859+36"
' FT 0,31 0,26
FBC 0,01 0,14
Hojas 8,2+0,2° 24+1° 6,8+0,4°  6,2+0,2° 5,1+0,4°
Solanum Tallos™ 8,1+0,2" 20+3° 3,6+0,5°  3,5+0,2° 4,5+0,6®
argentinum  Raices™ 108+0,1° 68+3¢ detecTa%Ie** 2,6+0,3 4,7+0,2°
Bitter & Lillio . 0,75 0,32 1,87 1,01
FBC 0 0,01 0,25 0,54
Hojas 6,6+0,3° 13,5+0,7*° 16,7+0,7° 14,2+0,5° 9,5¢0,3®  14+6™° 10,3+0,5*° 8,6+0,6™
A " Tallos™ 5,1+0,1° 942" 9+1™  10,3+0,4° 4,12+0,03* 5,8+0,3* 7,4+0,1* 6,0£0,1®
ma;a“ US Raices™ 8+2° 322408 11549 202+03° 6,9+04° 31+06°  6+1*  571+0,1°
P- FT 0,71 0,35 0,11 0,61 0,98 3,17 1,58 1,45
FBC 0 0,01 0,01 0,02 0,12 0,51 0,97 0,83
Hojas 5,2+0,6" 2,8+0,5° 2,1+0,6°
Sorghum  Tallos™ 3,10,6" 1,240,1° 1,620,3*
halepense (L.) Raices™ 1407464 4+1° 2,2+0,4°
Pers. FT 0 0,54 0,85
FBC 0 0,11 0,21

ns = no significativo - * Significativo con p<0,05. - ** Significativo con p<0,01. - *** Significativo con p<0,001. ** No detectable: por debajo del limite de deteccion.
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Tabla 2.3. (Continuacion). Acumulacién de Pb en hojas, tallos y raices de plantas (ug g-1), factor de translocacion (FT) y de
bioacumulacion (FBC); resultados de ANOVA para la concentracion de Pb en las especies encontradas en mas de un sitio.

Especies Sitios de Muestro
1 4 5 6 8 9 10
Ipomoea Hojas 27,240,5° 11,4+0,2° 5+2*  6,540,2*  6+1°
purpurea (L.) Tallos™ 22+1*  8,2+0,2° 60+17° 6+1*  54+05°
Roth Rafces™ 299+24°  23+1° - - -
FT 0,08 0,43
FBC 0,02 0,02
Mirabilis Hojas™ 26,9+0,4° 9,8+0,4%
jalapa L. Tallos™ 27+1° 5,7+0,8°
Raices™ 145+1° 5,620,2°
FT 0,19 1,38
FBC 0,02 0,85
Aristolochia Hojas 14+1
argentina Tallos 3,2+0,2
Griseb. Raices 1,90,5
FT 3,62
FBC 0,6
Lippia Hojas 6,6+0,3
turbinata Tallos 2,4+0,8
Griseb. Raices 2,040,1
FT 1,9
FBC 0,2
Eupatorium Hojas 30,7+0,4
inulifolium Tallos 21,5+0,9
Kunth Raices  441+23
FT 0,23
FBC 0,1

ns = no significativo - * Significativo con p<0,05. - ** Significativo con p<0,01.
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2.4. Discusion

2.4.1. Contenido de plomo en plantas

Es un hecho conocido que el contenido de plomo en las especies vegetales depende de
diferentes factores ambientales (Blaylock y Huang, 2000; Blaylock et al., 1997). Todas las
plantas absorben metales del suelo donde se encuentran pero en distinto grado,
dependiendo de la especie vegetal, y de las caracteristicas y contenido en metales del suelo.
Las plantas pueden adoptar distintas estrategias frente a la presencia de metales en su
entorno (Baker, 1981; Barcel6 et al., 2003). Unas basan su resistencia a los metales con la
estrategia de una eficiente exclusion del metal, restringiendo su transporte a la parte aérea,
otras acumulan el metal en la parte aérea en una forma no toxica para la planta. La
exclusion es caracteristica de especies sensibles a los metales, mientras que la acumulacion

es comun en especies que crecen en suelos contaminados o metaliferos.

Asi mismo, se ha informado que el contenido de Pb en plantas que crecen en suelos no
contaminados ronda por lo general entre 0,1y 10 pg g™ PS con un promedio de 2 pg g™ PS
(Kabata Pendias y Pendias, 1984; Palacios et al., 2002). La mayoria de los autores
considera una concentracién de plomo de 1000 ug g™ PS como criterio para establecer que
una especie es hiperacumuladora de Pb, sin embargo este tipo de criterio minimo nominal
no es actualmente el Unico marco operativo practico para reconocer especies
hiperacumuladoras (van der Ent et al., 2013). Van der Ent et al. (2013) proponen dos
criterios adicionales y alternos: (i) Una especie es hiperacumuladora cuando presenta
concentraciones entre 2 y 3 o6rdenes de magnitud mayor que la mayoria de las plantas que
crecen en suelos no contaminados, o (ii) Una especie es hiperacumuladora cuando presenta
concentraciones al menos un orden de magnitud superior que la mayoria de las especies
cuando crecen en suelos metaliferos. Teniendo estos criterios en cuenta, a pesar de no llegar
a acumular 1000 pg g* PS de Pb, T. minuta y B. pilosa mostraron valores que las hacen
candidatas para nuevos estudios sobre sus capacidades como fitorremediadoras. T. minuta
cumple el requisito (i) mientras que B. pilosa cumple el requisito (ii). Como sefialaron van

der Ent et al. (2013), el hallazgo de un ejemplar con elevada concentracion de un metal que
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cumpla con el requisito tradicional o con alguno de estos, debe ser reportado para que luego

la especie sea confirmada como acumuladora en condiciones experimentales.

También es importante destacar que ambas especies son hierbas anuales de rapido
crecimiento, caracteristicas que se consideran éptimas para su empleo en fitorremediacion
(Blaylock et al., 1997). En la bibliografia se informan otras especies del género Tagetes y
del género Bidens que han sido estudiadas como fitoextractoras de metales pesados de
suelos (Bech et al., 2012; Wei et al., 2012; Sun et al., 2011). Sin embargo T. minuta y B.
pilosa nunca habian sido reportadas para estos fines con anterioridad a este estudio.

La mayoria del resto de las especies estudiadas mostraron también concentraciones méas
altas que el promedio para plantas que crecen en suelos no contaminados, pero no en una
medida suficiente como para cumplir los requisitos citados previamente. Esto indica que el
plomo se transfirio a los tejidos vegetales pero que no se acumuld en concentraciones de

interés para la utilizacion de las mismas en fitorremediacion.

La acumulacion de Pb encontrada para T. minuta y B. pilosa en nuestro estudio fue
inferior a los valores reportados por otros autores en otras especies herbaceas, como
Kabata-Pendias y Pendias (1984) en Polonia, y Palacios et al. (2002) en Espafa, donde el
contenido de Pb en 6rganos aéreos alcanzé 2700 y 4100 pg g™ PS. Sin embargo, en esos
trabajos no queda claro si el Pb provenia de la deposicion aérea por emision directa de la
fuente o desde el suelo, ya que las fundiciones de plomo cuyos efectos se estudiaron,
estaban operando durante la investigacion y estd demostrado que la acumulacion a traves de
las hojas por presencia de fuentes atmosféricas es mayor a la que proviene de la
translocacion de Pb por absorcion desde el suelo a los tejidos aéreos. Esta Ultima es
normalmente baja en la mayoria de las especies vegetales (Huang y Cunningham, 1996).
En contraste, en nuestro estudio la Unica fuente de Pb fue el contenido en suelos ya que la

fundicién de plomo dej6 de operar muchos afios atrés.

Si bien en esta investigacion la concentracion absoluta de Pb en los tejidos de las
distintas especies de plantas analizadas fue un tema central, también se calcularon los
factores de translocacion (FT) y de bioacumulacion (FBC), como criterios que permiten
establecer la eficiencia en la extraccién de plomo del suelo por especies de plantas

fitorremediadoras. En la Tabla 2.3. se muestran los FT y FBC para cada especie en cada
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sitio. En los resultados, FT> 1 indica que la especie transloca efectivamente metales desde
la raiz a la parte aérea; FBC> 10 indica especies hiperacumuladoras, FBC> 1 indica
especies acumuladoras y FBC <1 indica especies exclusoras (Bu-Olayan y Thomas, 2009).
En consecuencia, casi todas las especies estudiadas se comportan como translocadoras
eficaces de Pb cuando los suelos presentaron concentraciones de plomo comprendidas entre
8y 20 mg kg™ PS en la fraccién extraible con HCI 0,5M (TF> 1 en los sitios 8, 9 y 10).
Esto también se observa en la Tabla 2.3., principalmente para Bidens pilosa, destacandose
que en los sitios 8, 9 y 10 las concentraciones en érganos aéreos supera ampliamente la

concentracion en raiz, mientras que en los sitios 1, 2, 3, 4, y 5 ocurre lo contrario.

Teniendo en cuenta el FBC, la mayoria de las especies presentan los valores mas altos
en sitios con bajas concentraciones de plomo en suelos (FBCen 8,9y 10>FBCen 1y)5),
y ninguna de las especies estudiadas se comportd como hiperacumuladora. Algunas de ellas
se comportaron como acumuladoras y la mayoria fueron especies exclusoras de plomo. Las
elevadas capacidades de translocacion y acumulacion observadas en los sitios 8, 9 y 10 para
todas las especies en general, se vieron limitadas por el aumento del contenido de Pb en
suelo en los demas sitios. Frente a altas concentraciones de este metal en suelo las especies
pasan a comportarse como exclusoras de plomo. El caso mas marcado es el de Sorghum
halepense, especie que puede ser tipificada como fitoestabilizadora debido a la alta
tolerancia demostrada en este estudio y a los elevados niveles de plomo que acumula en sus
raices. Esta especie puede contribuir a inmovilizar al metal en el suelo previniendo la
consecuente transferencia a alimentos. Este es un resultado importante y como fue sefialado
por Nérhi et al. (2012) el reconocimiento de las especies de plantas que toleran elevadas
concentraciones de elementos toxicos es esencial para ser empleadas en la fitoestabilizacion

de los mismos.

Ninguna de las especies estudiadas se ajusta a los criterios clasicos definidos en la
bibliografia para su empleo en fitorremediacion de suelos contaminados. Como tendencia
general, para la mayoria de ellas en los sitios de muestreo estudiados, las concentraciones
de Pb fueron mayores en las raices que en los tejidos aéreos, presentando FT y FBC
relativamente bajos. Como han sefialado Blaylock y Huang (2000), las raices son la
principal barrera para la translocacion de plomo desde el suelo a la planta, es por eso que

hay pocas especies conocidas como hiperacumuladoras de plomo, un metal bastante toxico
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para la mayoria de las plantas. Es importante destacar que el Pb es, por este motivo, un
elemento que dificilmente se acumula en Organos aereos, y las estrategias de
fitorremediacion de suelos contaminados con este metal incluyen tanto especies
hiperacumuladoras como acumuladoras que proporcionen no solo el servicio ecoldgico de
remediacion del suelo sino que paralelamente también permiten obtener productos de
interés econdmico durante el proceso de remediacién (Danh et al., 2010). En este sentido,
entre las caracteristicas ptimas de T. minuta se encuentran, ademas de ser acumuladora de
plomo, la rapida adaptacion a habitats perturbados y la produccién de aceites esenciales
(Batish et al., 2007; Serrato Cruz, 2003; Gil et al., 2000). La ausencia de plomo en el aceite
esencial debe ser demostrada antes de proponer a esta especie como fitorremediadora y
productora simultdneamente. El aceite esencial de T. minuta se utiliza como fijador de
fragancias y como materia prima en perfumeria (Soule, 1993). Ademas, T. minuta produce
flavonoides reportados en el uso contra microorganismos no deseados (Amat, 1983;
Tereschuk et al., 1997) y para inhibicion de enzimas, como antioxidantes y citotoxicos
(Middleton y Kandaswami, 1993). También, el aceite esencial de T. minuta posee la
capacidad de suprimir malezas y se puede utilizar como herbicida natural (Batish et al.,
2007).

2.4.2. Relacion entre las propiedades del suelo y la
acumulacion de plomo en las especies estudiadas

La mayoria de las especies analizadas presentaron la tendencia de disminuir la
acumulacion de plomo en tejidos aéreos cuando las plantas crecen en sitios con menos
contenido de Pb en suelos. Sin embargo, el sitio 5 rompio esta tendencia, ya que si bien el
contenido de Pbyc en muestras de suelo de los sitios 3, 4 y 5 no mostrd diferencias
significativas (Tabla 2.1.) la acumulacion de Pb en todas las especies fue significativamente

mayor en el sitio 5 (Tabla 2.3.).

Este comportamiento sugiere la presencia de factores que influyen sobre las tasas de
absorcion y acumulacion en el sitio 5, tanto para T. minuta como para B. pilosa. Teniendo
en cuenta las propiedades fisico-quimicas del suelo, el contenido de materia organica
podria estar relacionado con la movilidad del plomo en los suelos, pero esta variable, por si

misma, no logra explicar las diferencias encontradas en la captacion de Pb por las plantas.
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La conductividad eléctrica y el pH de los suelos superficiales estudiados no se relacionaron
con la concentracion de Pbyc en suelo y tampoco explicaron claramente la acumulacion de
Pb por las plantas. EI pH &cido suele estar relacionado con la biodisponibilidad de metales
pesados (Sutherland y Tolosa, 2001), sin embargo la mayoria de las especies estudiadas no
acumularon grandes cantidades de Pb a pesar de la acidez observada en los suelos donde
crecian. Por otra parte, en los dos sitios con acidez fuerte se encontraron evidencias de
residuos de la trituracién de baterias, por lo que la acidez encontrada podria estar
relacionada con los componentes acidos de las baterias y con compuestos ajenos a la
biologia del suelo, tdxicos para las plantas. Esta podria ser la causa por la que la absorcion
de Pb en estos sitios no fue elevada en relacién con los sitios que presentaron valores de pH
neutros o ligeramente acidos. Resumiendo, las propiedades fisico-quimicas del suelo no se
asociaron significativamente con la absorcion y acumulacion de plomo por parte de las

plantas.

Una posible explicacion para este comportamiento podria ser la disponibilidad de otros
metales que provoquen fendmenos de competencia. En la Figura 2.2. se muestra la
concentracion de Cu y Zn en los suelos superficiales de los sitios de muestreo 1 a 6, donde
la concentracion de Pb fue elevada. También muestra la comparacion por ANOVA entre
los sitios para cada metal. El sitio de muestreo 5 presentd una concentracion de Zn
significativamente menor que los sitios 1, 2 y 6; y una concentracion de Cu
significativamente menor a la de los sitios 1, 6 y 4. Es decir que el sitio 5 en comparacion a
los demas sitios presenta o una menor disponibilidad de Cu, o una menor disponibilidad de
Zn; por lo que en dicho punto estos metales no podrian competir con Pb en la medida en

que lo hacen en los otros puntos.
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Figura 2.2. Concentracion de Cu y Zn en suelos superficiales y resultados de ANOVA
y comparacion de medias.

2.5. Conclusion

Los resultados obtenidos en esta etapa de investigacion “in situ” demostraron que las
especies tolerantes nativas que crecen en suelos contaminados con plomo sufren una
reduccion en los factores de translocacion y bioacumulacion, a pesar de que las plantas
acumulan mas este metal cuando las concentraciones en suelo son mayores. Este fendmeno
implica un cambio de estrategia desde la hiperacumulacién o acumulacion a la exclusion.
Sin embargo, algunas especies conservan la capacidad de acumular cantidades
significativas de Pb en las condiciones de concentraciones elevadas en el suelo. T. minuta y
B. pilosa, mostraron tolerancia al metal y altas tasas de acumulacion por lo que presentan
caracteristicas adecuadas para ser empleadas en la fitorremediacién de suelos contaminados
con plomo mediante la técnica de fitoextraccién. Por su parte S. halepense acumula grandes
cantidades de Pb en la raiz sin poder translocarlo a la parte aérea, por lo que presenta
caracteristicas adecuadas para ser empleadas en la fitorremediacién de suelos contaminados

con plomo mediante la técnica de fitoestabilizacion.
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3. Capitulo 111,

Tolerancia y acumulacion de Pb en
Tagetes minuta L. y Bidens pilosa L.
Determinacion del tiempo optimo de
cultivo.




Resumen

En un primer estudio observacional a campo se encontraron concentraciones de plomo
en tejidos aéreos de T. minuta y B. pilosa que sugirieron que ambas son especies aptas para
ser empleadas en la fitorremediacién de suelos contaminados con este metal. El estudio de
este comportamiento en condiciones experimentales controladas era necesario para
determinar los factores que potencian la acumulacién y translocacién del metal. De esta
manera, este capitulo consistié en una primera instancia experimental de la tesis en la que
se estudiaron las tasas de acumulacién de Pb en los distintos érganos (raiz, tallo y hoja) de
ambas especies y su variacion a lo largo del desarrollo de las plantas, estableciéndose el
tiempo Optimo y las condiciones de cultivo para cada una de ellas. Esta respuesta fue
estudiada enriqueciendo el suelo con plomo para alcanzar concentraciones crecientes del

metal mediante el agregado de nitrato de plomo [Pb (NO3)2].

En este estudio Bidens pilosa y Tagetes minuta mostraron una gran tolerancia a
elevadas concentraciones de plomo en suelo, satisfaciendo ampliamente este requisito para
su empleo en fitorremediacion. Para estas especies se determind un tiempo 6ptimo de
cultivo de 2 meses, y si bien los factores de translocacion no fueron muy elevados, cabe
destacar que el factor de translocacion raiz-tallo (FT R-T) se mantuvo relativamente
constante a lo largo del tiempo y para los diferentes niveles de concentracion de plomo en
suelo. Bidens pilosa mostr6 mayor eficiencia fitoextractora de Pb que Tagetes minuta,

principalmente en suelos con elevada concentracion del metal (600 mg kg™ PS).

3.1. Introduccion

La aplicabilidad de técnicas de fitorremediacion, como se explicd anteriormente,
depende del profundo conocimiento del comportamiento de las especies vegetales y de las
condiciones adecuadas de cultivo en cada situacion. Entre estas condiciones, las mas
destacables son la capacidad de la planta para tolerar elevados niveles del contaminante
que se desea extraer del suelo, la habilidad para absorberlo incorporandolo a sus tejidos, la
produccién de biomasa, el efecto del clima y la estacionalidad sobre la fisiologia de la

especie, la biodisponibilidad del metal en el suelo y los fendmenos de competencia que los
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diferentes iones metalicos pueden presentar en relacion con la especie empleada en
fitorremediacion (Ghosh y Singh, 2005; Montes Botella, 2001). El conocimiento de estas
condiciones frecuentemente supone un cierto grado de dificultad ya que no pueden
controlarse todas las variables simultdneamente. Muchos de estos problemas, sin embargo,
se pueden evitar si se realizan estudios experimentales con el objetivo de realizar una
adecuada seleccion tanto de las especies como de las condiciones de cultivo de las mismas,

en condiciones Optimas de trabajo, considerando los factores mencionados.

Existen numerosos antecedentes sobre fitorremediacion de suelos contaminados con
metales pesados como Cu, Zn, Cd y Ni, entre otros (Ahmed et al., 2012; Baltazar y
Surisadai, 2012). Sin embargo, en el caso particular de suelos contaminados con Pb, la
bibliografia sefiala una imposibilidad generalizada en la translocacion de este metal hacia
la parte aérea de la mayoria de las plantas debido a su toxicidad, lo cual dificulta la
implementacion de la fitoextraccion de Pb de suelos contaminados (Baker, 1981; Pourrut et
al., 2011). Es por eso que el hallazgo de especies vegetales que transloquen Pb representa
un aporte importante al estudio del mejoramiento de las técnicas de fitorremediacion que
permitan extraer este metal, uno de los mas importantes contaminantes de suelos debido a
su elevada toxicidad y efectos adversos sobre salud humana (Kabata-Pendias y Mukherjee,
2007). Algunas de las especies que han sido estudiadas por su capacidad para extear el

metal de suelos son:

e Sorghum bicolor y Chrysopogon zizanioides: mostraron capacidad para
acumular Pb en concentraciones cercanas a 300 pg g™ en tejidos aéreos al crecer en
suelos contaminados; valor que se incrementé hasta 1000 pg g* utilizando
quelantes (Freitas et al., 2013).

e Brassica juncea: especie reportada numerosas veces en la bibliografia, con
valores de acumulacién de Pb en la parte aérea de hasta 1000 pg g PS cuando se
cultiva en condiciones hidropdnicas, pero que no superan los 100 pg g™ PS cuando
se la cultiva en suelos contaminados con el metal (Tangahu et al., 2011).

e Thlaspi praecox: se informan concentraciones de Pb en parte aérea cercanas
a 1000 pg g™ PS, mientras que los valores de concentracin en raiz alcanzan los
3000 pg g™'PS, no obstante estos resultados fueron hallados cuando la especie se

encontraba en suelos con una concentracién de plomo de 30000 pg g™ PS, con lo
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cual el factor de bioacumulacion fue inferior a 1, lo cual no permitiria clasificarla
como especie recomendable en fitorremediacion de suelos contaminados con este
metal si se consideran los exigentes y poco realistas criterios de hiperacumulacion
(Vogel-Mikus et al., 2005).

e Bidens triplinervia: especie que fue estudiada en suelos contaminados con
Pb, con una concentracion en tejidos aéreos de 600 pg g PS, mientras que los
valores hallados en las raices superaron los 4000 pg g™ PS (Bech et al., 2012).

e Tagetes patula: si bien esta especie se destaca principalmente como
acumuladora de Cd, se ha demostrado que puede acumular también Pb en tejidos

aéreos hasta alcanzar una concentracion de 120 pg g™ PS (Sun et al., 2011).

Estos antecedentes muestran que los valores hallados para T. minuta y B. pilosa son
significativos para un primer estudio observacional a campo, y que el estudio de las
mismas en condiciones experimentales controladas permitiria determinar los factores que
potencien la acumulacion y translocacion del metal en estas especies. De esta manera, en
este capitulo nos planteamos estudiar las tasas de acumulacion y extraccion de estas
especies en diferentes condiciones de cultivo con suelos contaminados, con el objetivo de
determinar las condiciones Optimas de cultivo en que estas especies podrian ser empleadas
para la fitoextraccion de dicho metal. Particularmente en este capitulo se estudio la tasa de
acumulacion de Pb en los distintos 6rganos (raiz, tallo y hoja) de ambas especies y su
variacion a lo largo del desarrollo de las plantas a fin de determinar el tiempo éptimo de
cultivo, esperando encontrar un patrén en la tasa de acumulacion y de extraccién neta del
metal que se relacione con el estadio de desarrollo de la planta y los procesos fisiologicos
que ocurren en cada etapa. De esto se desprende como prediccidn que durante el
crecimiento de la planta puede ocurrir el mayor ingreso del metal, ya que durante ese
periodo la planta toma la mayor cantidad de nutrientes y también realiza el mayor consumo
de agua arrastrando el metal desde el suelo a la planta, luego durante el estadio
reproductivo ocurre la redistribucion de nutrientes en la planta y esto podria traer aparejado
una relocalizacién del metal en diferentes érganos (Lassat, 2000; Crowley et al., 1991).
También se estudid esta respuesta cuando el suelo fue adicionado con nitrato de plomo [Pb

(NO3)2], a fin de establecer un gradiente de concentraciones de plomo en el mismo;
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esperando encontrar una concentracion a partir de la cual las plantas no puedan sobrevivir y

no sean Utiles para casos con dicho nivel de Pb en suelo.

3.2. Materiales y Métodos

3.2.1. Obtencién de los suelos

Los suelos utilizados en esta experiencia fueron obtenidos de un area rural cercana a
Bouwer distante de fuentes industriales de contaminacion. Este sitio fue categorizado en el
Capitulo I como “Control interno”, sus caracteristicas y composicion quimica pueden
observarse en las Tablas 1.1. y 1.2. Para su recoleccion se removieron manualmente la
cobertura vegetal y los objetos extrafios de la superficie. Utilizando pala de acero
inoxidable se recolecto suelo superficial (hasta 15 cm de profundidad), y se lo almaceno en
bolsas plasticas. Luego se procedié al tamizado a 2 mm mediante tamices con malla no
metalica y a la homogeneizacion del mismo. Este suelo fue fraccionado en cuatro partes
iguales. Una parte se conservd sin modificaciones para ser utilizada en el tratamiento
control. Las otras tres partes fueron enriquecidas con Pb (NOgj), para alcanzar
concentraciones de 300, 600 y 1200 mg kg™ PS de Pb, y ser empleado en el resto de los
tratamientos. Estas concentraciones fueron verificadas tomando muestras aleatorias y
procesandolas para medir metales pesados en ellas del mismo modo que se describio en el
Capitulo 1 para la fraccion pseudototal encontrandose los siguientes valores de Pb:
Tratamiento control: 11,4 + 0,9 mg kg™ PS; Tratamiento 300 mg kg™ PS: 251 + 13 mg kg™
PS; Tratamiento 600 mg kg™ PS: 576 + 39 mg kg™ PS; y Tratamiento 1200 mg kg™ PS:
1120 + 109 mg kg™ PS.

3.2.2. Obtencion del material vegetal

Semillas de B. pilosa y T. minuta fueron recolectadas en el predio donde habia
funcionado la fundicion de plomo en la localidad de Bouwer. Las mismas se sometieron a
un proceso de imbibicion en agua durante 24 horas con el proposito de inducir la
germinacion y asegurar que la misma ocurra simultaneamente en la mayor cantidad de

semillas posible. Luego fueron esterilizadas con NaCIlO al 1% V/V mediante agitacion
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manual durante 10 min, y posteriormente se lavaron con agua destilada. Las semillas
germinaron en papeles de filtro humedecidos con agua destilada (4 dias en oscuridad) y una
vez que las plantulas tuvieron al menos un par de hojas verdaderas, se trasladaron a

macetas con suelos preparados segln cada tratamiento.

3.2.3. Disefio experimental

Se prepararon 3 macetas (réplicas) con 4 kg de suelo cada una y con 15 individuos de
cada especie para cada concentracién de Pb en suelo. De esta manera se obtuvo un total de
24 macetas. Semanalmente se midid la altura de cada planta y se contd el nimero de nudos
a fin de evaluar la tasa de crecimiento; también se realiz6 un conteo semanal de individuos
para determinar la tasa de supervivencia. Cuando se cumplieron 35 dias desde el
transplante, se recolectaron 4 individuos al azar de cada maceta que formaron un pool. Este
procedimiento se repitio a los 65 y 98 dias. En cada una de las tres cosechas se procedio a
la separacion en raiz, tallo y hojas (afiadiéndose la categoria de hojas senescentes en la
ultima cosecha). Estas muestras fueron lavadas con agua milli-Q y luego se llevaron a
estufa hasta obtener peso seco constante. Se determind la biomasa seca producida por
planta y por organo. Las muestras fueron trituradas en molinillo eléctrico de acero

inoxidable y luego fueron conservadas en bolsas plasticas herméticas hasta su analisis.

3.2.4. Determinacion de la concentracion de Pb en 6rganos
vegetales

Las concentraciones de Pb en los érganos de las plantas se determinaron utilizando una
extraccion con una mezcla de acido clorhidrico al 20% Yy acido nitrico puro 3:1 V/V, cada
muestra se analizé por triplicado (Bermudez et al., 2009). En primer lugar, 3 g PS de cada
organo por separado (hojas, tallos y raices) se llevaron a mufla a 450 °C durante cuatro
horas. Luego, se agrego la solucién de extraccion preparada mediante la mezcla de 7,5 mL
de HCl al 20% y 2,5 mL de HNOj3 puro, ambos de grado analitico, la que se agregd a las
cenizas resultantes del proceso anterior. Después de 4 h en reposo, la solucion se filtré con
papel de filtro (Munktell, Alemania) y se analiz6 usando un espectrometro de absorcion

atdmica de llama (FAAS, Perkin-Elmer AA3110) para medir la concentracion de Pb.
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3.2.5. Control de calidad

Como control de calidad se utilizaron blancos y materiales certificados, los que fueron
tratados de la misma manera que las muestras y se midieron cada 10 determinaciones. El
material certificado utilizado fue "CTA-OTL-1" (hojas de tabaco oriental, Instituto de
Quimica y Tecnologia Nuclear, OIEA). Los porcentajes de recuperacion para el material
certificado vegetal fueron de 89 + 4 % para Pb, 92 + 1 % para Cu, 90 £ 1 % para Co, 91 + 4
% para Ni, 90 = 5 % para Fe, 91 £ 3 % para Zn, y 90 £ 2 % para Mn, estos son porcentajes
promedio y sus desvios estandar expresados con respecto al valor declarado y teniendo en
cuenta todas las determinaciones realizadas en dicho material a lo largo de la tesis
completa.. Se encontré que los coeficientes de variacion de los analisis entre replicados

fueron inferiores al 10%.

3.2.6. Analisis de datos

3.2.6.1. Analisis estadisticos

Se utilizdé la prueba de Shapiro-Wilks para evaluar la distribucién normal de las
variables. No se encontraron elementos con distribucion no normal. Sin embargo se
detectd heteroscedasticidad. Esto se debe a que la respuesta de los distintos individuos de
cada especie vegetal respondieron de manera variable a medida que fueron expuestos a
concentraciones de Pb en suelo cada vez mas elevadas. No obstante este problema fue
resuelto mediante la incorporacion de la heteroscedasticidad en el modelo usando Infostat
/E acoplado a R para realizar un analisis de varianza (ANOVA). Cada vez que el ANOVA
indico diferencias significativas (p <0,05), se llevo a cabo una comparacion por pares de

medias mediante la prueba de Tukey.

3.2.6.2. Factores de translocacion y extraccion total

Se calculé el factor de translocacion desde raiz a tallo (FT R-T), desde tallo a hoja (FT
T-H) y desde raiz a la parte aérea (FT R-A) utilizando la relacion entre las concentraciones
de Pb en raices y tallo [FT R-T= Chao/ Craiz ], las de Pb en tallos y hojas [FT T-H= Choja/
Cuio ], Y las de Pb en raices y parte aérea [FT R-A= Cuereal Craiz ], respectivamente (Bu-

Olayan y Thomas, 2009). Para obtener el dato de la concentracion de Pb en la parte aérea
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de las plantas, la concentracién medida en hojas y tallos se multiplicé por la biomasa total
de cada organo. Estas masas de Pb se sumaron entre si y el resultado se dividio por la

biomasa total de los 6rganos aéreos (Salazar y Pignata, 2014):
Cagrea = (BiOMhoja X Choja + BioMuaiio X Ctailo) / (BiOMhoja + BioMuaio)

Donde: C significa concentracion en la parte de la planta indicada en el subindice; y BioM
es la biomasa correspondiente a la parte de la planta indicada en el subindice.

A fin de obtener el valor de extraccion total por érgano y por planta, se multiplicé la
concentracion de Pb encontrada en cada 6rgano por la biomasa seca producida por planta

para cada 6rgano.

3.3. Resultados

3.3.1. Tagetes minuta

3.3.1.1. Crecimiento

En la Figura 3.1. se presentan las curvas de crecimiento de T. minuta tanto para altura
(A) como para nimero de nudos (B), en cada tratamiento. Puede observarse que esta
especie mostrd un mayor crecimiento en altura para en los tratamientos con 300 y 600 mg
kg! PS de Pb en suelo que para el tratamiento control. No obstante, cuando las
concentraciones en suelo fueron muy elevadas (1200 mg kg™ PS), el desarrollo de la
especie se vio comprometido. Cabe destacar, sin embargo, que las plantas detuvieron su
crecimiento alrededor de los 60 dias para todos los tratamientos. Con respecto al nimero de
nudos, el incremento de éstos fue progresivo hasta la finalizacion del experimento, por lo
que a pesar de no haberse registrado un crecimiento en altura a partir de los 60 dias,

continu6 el desarrollo de biomasa.
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Capitulo I11. Tolerancia y acumulacion de Pb en Tagetes minuta L.
y Bidens pilosa L. Determinacion del tiempo 6ptimo de cultivo.

Figura 3.1. Crecimiento en A) altura y B) nimero de nudos de Tagetes minuta en
presencia de concentraciones crecientes de Pb.
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3.3.1.2. Supervivencia

En la Figura 3.2. se muestran los resultados para la supervivencia de T. minuta en cada
tratamiento con concentraciones crecientes de plomo en suelo. El tratamiento control y el
de 300 mg kg™ PS de Pb en suelo presentaron elevadas tasas de supervivencia, constantes a
lo largo de todo el tiempo que durd el experimento con valores similares entre si. Los
porcentajes de supervivencia en tratamientos con mayores concentraciones de plomo en

suelo fueron reducidos, sobre todo después de los 30 dias de cultivo para la maxima
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concentracion. No obstante, cabe destacar que durante los primeros 50 dias se puede
trabajar incluso con 1200 mg kg™ PS de Pb en suelo, lo que aseguraria la supervivencia del
50% de los individuos.

Figura 3.2. Supervivencia (%) de T. minuta a concentraciones crecientes de Pb en
suelo.
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3.3.1.3.Produccion de biomasa

La biomasa seca producida por planta y por 6rgano en cultivos de T. minuta para los
distintos tratamientos se expone en la Figura 3.3. El tratamiento con 1200 mg kg™ PS de Pb
en suelo, debido a que presentd una supervivencia reducida, nos obligo a realizar una sola
cosecha al finalizar el experimento. El andlisis de la varianza (ANOVA) fue realizado para
la biomasa seca total por planta, indicandose el resultado con letras en negritas sobre cada
barra. Dentro de cada tratamiento se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre la biomasa producida en las distintas instancias de desarrollo, y el incremento fue
importante al pasar de la primera a la segunda cosecha, pero no cambid significativamente
en la tercera. También es destacable que considerando un mismo momento de cosecha, la
produccién de biomasa seca no mostro diferencias significativas a medida que aumentaba

el contenido de metal en el suelo.
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En la comparacion de la biomasa seca producida por cada érgano (Figura 3.3.) se
observo una interaccion estadistica entre los factores “tiempo de cultivo” y “tratamiento”
representando este ultimo la concentracion de Pb en el suelo, por lo que los factores no
pudieron ser analizados por separado. El resultado de este ANOVA, indicado con letras
mindsculas a la derecha de cada barra correspondiente al érgano hoja, mostré que la
biomasa foliar depende principalmente del tiempo de cultivo, ya que todos los pesos
registrados en la primera cosecha fueron significativamente inferiores a los de las cosechas
subsiguientes, siendo estos iguales entre si. Solo se vio reducida la biomasa foliar en el
tiempo en el tratamiento control, y queda claro que esto se debi6 a un proceso de
senescencia temprana experimentado por las plantas en este tratamiento (mayor que en los
demas).

Figura 3.3. Produccion de biomasa seca por planta y por drgano en la especie T.

minuta en distintos momentos de su desarrollo, a concentraciones crecientes de Pb en
suelo.
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Letras diferentes indican diferencias significativas con p<0,05. Las letras minudsculas se utilizaron para los casos en
los que se encontr6 interaccion estadistica entre los factores “tratamiento” y “tiempo de cultivo”. Las letras
mayusculas comparan la biomasa producida a distintos tiempos de cosecha, dentro de cada tratamiento de Pb en
suelo. Las letras se ubican a la derecha de cada érgano analizado, sobre cada barra se colocan letras negritas que
comparan la biomasa total por planta.

Para tallos no se encontré interaccién estadistica entre los factores, tampoco se
apreciaron diferencias significativas entre los tratamientos con distintas concentraciones de

plomo en suelo. Con respecto al tiempo de cultivo, la biomasa de los tallos se incrementd
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significativamente entre la primera y segunda cosecha para luego permanecer constante

hacia la tercera.

La biomasa radical no fue significativamente afectada por el contenido de Pb en suelo
ni por el tiempo de cultivo. Esto muestra que esta especie desarrolla rapidamente su raiz sin
que el proceso se vea afectado por las condiciones adversas generadas por elevadas

concentraciones de plomo en el suelo.

3.3.1.4. Acumulacién de Pb en raiz, tallo y hojas

En la Figura 3.4. se pueden observar las concentraciones de Pb medidas en los distintos
6rganos de T. minuta a lo largo del tiempo de experimento para las diferentes
concentraciones de Pb en suelo. En todos los érganos estudiados se encontro interaccion
entre los factores analizados (concentracion de Pb en suelo y tiempo de cultivo), es por ello
que el analisis de los mismos no puede realizarse por separado. Se observo que el aumento
de la concentracion de Pb en suelo produce un incremento en el contenido de este metal en
todos los organos vegetales, demostrandose que existe un mecanismo de acumulacion y

translocacion del contaminante en la planta.

La tendencia general muestra que en cualquiera de los 6rganos y de los tratamientos, T.
minuta incrementa la acumulacion de Pb entre la primera y segunda cosecha (35 y 65 dias),
pero no entre la segunda y la tercera (98 dias). La raiz fue el érgano que presentd mayor
acumulacion de Pb, seguida por el tallo y finalmente las hojas. Las hojas senescentes
presentaron concentraciones mayores de Pb que las hojas verdes en los tratamientos con
300y 600 mg kg™ PS de Pb en suelo.
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Figura 3.4. Concentraciones de Pb en raiz, tallo, hojas verdes y hojas senescentes
de Tagetes minuta en distintos tiempos de desarrollo cuando crece expuesta a
concentraciones crecientes de Pb en suelo. Resultados de los ANOVA comparando los
resultados encontrados para un mismo 6rgano en los distintos tratamientos.
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En todos los casos se encontrd interaccion estadistica. Letras diferentes indican diferencias
significativas con p<0,05 (*), p<0,01 (**) y p<0,001 (***).

3.3.1.5.Factores de Translocacion

Los resultados para los factores de translocacion raiz-tallo, tallo-hoja y raiz-parte aérea
en T. minuta durante los distintos periodos de desarrollo y los distintos tratamientos se

muestran en la Figura 3.5.

Los FT no fueron afectados, en términos generales, por el tiempo de exposicion al
metal (tiempo de cultivo a cada concentracion de Pb en suelo). Sin embargo, a todas las
concentraciones de plomo en suelo, se observaron valores inferiores de FT R-T y T-H en
comparacion con el control, aunque a medida que las concentraciones de Pb en suelo eran
mayores los FT se mantuvieron constantes. Factores de translocacion inferiores a la unidad
indican que la especie no es hiperacumuladora, si bien existe translocacion ya que de lo
contrario no se encontraria el metal en los drganos aéreos. Los elevados factores de
translocacion en plantas que crecian en el suelo control pueden indicar un proceso natural

presente en esta especie, el que le permitiria movilizar este metal no esencial. Este proceso

85




podria inhibirse o indicar que se alcanzaron las concentraciones de saturacion/toxicidad
para este metal en las plantas, cuando las concentraciones de Pb en suelo son elevadas. No
obstante, cabe destacar que incluso en suelos muy contaminados el 50% del Pb que ingresé
a la raiz alcanzé el tallo y el 25% de este valor se acumulé en hojas.

Figura 3.5. Factores de translocacion de Pb desde la raiz al tallo (FT R-T) y desde el
tallo a las hojas en Tagetes minuta en los distintos estadios de desarrollo para
concentraciones crecientes de Pb en el suelo.
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Letras diferentes indican diferencias significativas con p<0,05 (*), ns: no significativo. Tanto para FT R-T como para FT T-H
se encontro interferencia estadistica entre concentracion de Pb en suelo y tiempo de cultivo, por lo que se comparan todas las
barras de un mismo color entre si.

En el tratamiento control, el Pb que ingresé a la raiz de la planta llego rapidamente a
hoja por lo cual pareciera que el FT R-T fue bajo, ya que el metal no se detuvo en el tallo.
En los tratamientos con Pb, la planta no transloco tan rapidamente el Pb a hoja por lo que el
FT R-T fue mayor que el FT T-H. Para apreciar mas claramente el efecto de la
concentracion del metal en suelo sobre el factor de translocacion de la T. minuta se calculo
el FT R-A, el cual no present6 diferencias significativas entre los tratamientos a lo largo del

tiempo.

3.3.1.6. Capacidad fitoextractora de plomo

Los resultados obtenidos en el analisis de la capacidad fitoextractora de plomo de T.
minuta se muestran en la Figura 3.6. y en la Tabla 3.1. se exponen los resultados del

ANOVA vy la comparacion de medias. En la primera se grafica la masa de plomo extraida
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por 6rgano y por planta en los distintos tratamientos. Los resultados muestran una fuerte
contribucion por parte del tallo de la planta, ya que si bien este no fue el érgano que
presentd mayores concentraciones de Pb ni FT, en términos absolutos el tallo mostro ser el
principal destino de la acumulacion de plomo por la planta. Los ANOVA (Tabla 3.1.)
mostraron interaccion entre la concentracién de Pb en suelo y el tiempo de cultivo para
todos los 6rganos en la extraccion total por planta, no se pudo analizar estadisticamente el
tratamiento de 1200 mg kg™ PS puesto a que no tuvo cosecha en todas las fechas
estipuladas. Los resultados indican una tendencia general de aumento en la extraccion de
Pb a medida que aumentaban las concentraciones de plomo en el suelo (hasta los 600 mg
kg™ PS, ya que se observé un fuerte decaimiento para el nivel més elevado). En cuanto al
tiempo de cultivo, la acumulacién de Pb en hojas se detuvo a partir de la segunda cosecha
(65 dias), no obstante la acumulacion por tallos continué incrementando hasta la tercera
cosecha (98 dias). La misma tendencia observada para tallos se encontr6 en los resultados
de la extraccion total de Pb por planta (barra apilada).

Figura 3.6. Extraccion de Pb por 6rgano y por planta en Tagetes minuta en distintos

tiempos de desarrollo cuando crece expuesta a concentraciones crecientes de Pb en
suelo.
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Tabla 3.1. Resultados de los ANOVA para la extraccion neta promedio de plomo y su

desviacion estandar (ug) por 6rgano y por planta.

Hojas Interaccion p<0,01

Control 300 mg kg™ PS 600 mg kg™ PS
35 dias 20+£08¢c 1,7+09¢c 6£2b
65 dias 6+£2b 9+1a 11+5a
98 dias 0,12+0,03 ¢ 14+4a 11,1+£0,7a
Tallos Interaccion p<0,001

Control 300 mg kg™ PS 600 mg kg™ PS
35 dias 1,2+0,5d 8+3d 21 +12d
65 dias 42+09d 43+8c 53+12c
98 dias 5+2d 75+17b 101+16a
Raices Interaccion p<0,05

Control 300 mg kg™ PS 600 mg kg™ PS
35 dias 05+01c 4+2c 18+8Db
65 dias 23+08¢c 18+1b 30t8a
98 dias 1,7+0,7¢c 21+6b 26 t5a
Hoja

Senescjentes ns

Control 300 mg kg™ PS 600 mg kg™ PS
98 dias 7+3 4+1 6+2
Total Interaccion p<0,001

Control 300 mg kg™ PS 600 mg kg™ PS
35 dias 4+1d 14+10d 45+ 22 ¢
65 dias 13+4d 70+19¢c 94+25D
98 dias 14+6d 114+£28D 144 + 24 a

Letras diferentes indican diferencias significativas con p indicado en tabla; ns: no significativo.

3.3.2. Bidens pilosa

3.3.2.1. Crecimiento

En la Figura 3.7. se exponen las curvas de crecimiento de B. pilosa tanto para altura
(A) como para numero de nudos (B) en cada tratamiento. Puede observarse que esta especie
mostré un mayor crecimiento en altura que el tratamiento control en los tratamientos con
300 y 600 g kg™ PS de Pb en suelo. No obstante cuando las concentraciones de plomo en
suelo fueron de 1200 g kg™ PS el desarrollo de la especie se vio comprometido. Cabe
destacar que las plantas detuvieron su crecimiento alrededor de los 60 dias de cultivo, al

igual que lo observado en T. minuta para todos los tratamientos. Con respecto al nimero de
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nudos, su incremento fue constante hasta la finalizacion del experimento, por lo que a pesar
de no haber un crecimiento en altura a partir de los 60 dias continud el desarrollo de la

biomasa, del mismo modo que se observo para T. minuta.

3.3.2.2. Supervivencia

En la Figura 3.8. se presentan los resultados de supervivencia para B. pilosa cultivada
con concentraciones crecientes de plomo en suelo y control. EI tratamiento control y el de
300 mg kg™ PS de Pb en suelo presentaron elevadas tasas de supervivencia, las que fueron
constantes a lo largo de todo el experimento y similares entre si. Los porcentajes de
supervivencia para los tratamientos con elevadas concentraciones de plomo en suelo
presentaron una supervivencia reducida de B. pilosa en los tiempos mas prolongados de
cultivo. No obstante cabe destacar que durante los primeros 60 dias la supervivencia de la
especie permitiria su empleo en suelos de hasta 1200 mg kg™ PS de Pb, ya que se observo

sobrevida en mas del 80% de los individuos.
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Fitorremediacion de suelos contaminados con metales pesados.
Evaluacion de especies nativas en la Provincia de Cérdoba
Biol. M.J. Salazar

Figura 3.7. Crecimiento en A) altura y B) ndmero de nudos de Bidens pilosa en
presencia de concentraciones crecientes de Pb en suelo.
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Figura 3.8. Supervivencias de Bidens pilosa a concentraciones crecientes de Pb en
suelo.
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3.3.2.3. Produccion de biomasa

Los resultados de biomasa seca producida por planta y por drgano para B. pilosa se
exponen en la Figura 3.9 y los del ANOVA, en la Tabla 3.2. A diferencia de T. minuta, esta
especie present6 en el tratamiento de 1200 mg kg™ PS de Pb en suelo una supervivencia
mas alta aun a tiempos largos (Figura 3.8), lo que permitid realizar todas las cosechas
propuestas. Los resultados del andlisis de la varianza (ANOVA) para la biomasa foliar y de
tallos, no presentaron interaccién entre los dos factores estudiados. EI aumento de
concentracion de Pb en suelos produjo un incremento en la masa de peso seco en hojas y
tallos, si bien a partir de la concentracién de 600 mg kg™ PS se produjo un decaimiento
abrupto en la produccién de biomasa. En cuanto al tiempo de exposicion, ambos 6rganos
aéreos mostraron un incremento significativo de la biomasa entre la primera y la segunda
cosecha (35 y 65 dias), manteniéndose constante entre la segunda y la tercera (98 dias).
Para el caso de las raices, se encontrd interaccion estadistica entre los factores estudiados
por lo que el analisis no puede realizarse por separado (Tabla 3.2). Los resultados del
ANOVA para la biomasa seca total por planta no mostraron interaccién entre los factores,

la concentracion de Pb en suelo no tuvo efecto sobre la biomasa hasta alcanzar los 1200 mg
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kg™ PS, mientras que la biomasa total por planta fue incrementando significativamente a lo
largo de todo el experimento.
Figura 3.9. Produccién de biomasa seca por planta y por érgano en la especie Bidens

pilosa en distintos momentos de su desarrollo frente a concentraciones crecientes de
Pb.
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Tabla 3.2. Resultados de ANOVA para la comparacion de la biomasa producida en
distintos 6rganos por Bidens pilosa cuando crece en suelos con concentraciones
crecientes de Pb.

Hojas
Concentracion de Pb en Suelo ***
Control 300 mg kg™ PS 600 mg kg™ PS 1200 mg kg™ PS
b b a Cc
Tiempo de Cultivo ***
35 dias 65 dias 98 dias
b a a
Tallos
Concentracion de Pb en suelo ***
Control 300 mg kg™ PS 600 mg kg™ PS 1200 mg kg™ PS
b a a b
Tiempo de Cultivo ***
35 dias 65 dias 98 dias
b a a
Raices

Interaccion Tiempo de cultivo x Concentracion de Pb en Suelo **
Control  300mg kg™ PS 600 mg kg™ PS 1200 mg kg™ PS

35 dias C c c d

65 dias c b b c

98 dias a b a c
Hojas Senescentes **

Control 300 mg kg* PS 600 mg kg™ PS 1200 mg kg™ PS
98 dias a b b b
Biomasa total por planta
Concentracion de Pb en Suelo ***
Control 300 mg kg™ PS 600 mg kg™ PS 1200 mg kg™ PS

a a a b

Tiempo de cultivo ***
35 dias 65 dias 98 dias
c b a

Letras diferentes indican diferencias significativas con p<0,05 (*), p<0,01 (**), 0 p<0,001 (***).

3.3.2.4. Acumulacién de Pb en raiz, tallo y hojas

En la Figura 3.10. se muestran las concentraciones de Pb halladas en los distintos
organos de B. pilosa a lo largo del experimento y en los diferentes tratamientos. En esta
especie se observd que la concentracion de Pb en hojas, tanto funcionales como
senescentes, no se modificé en funcion de la concentracién de Pb en suelo ni con el tiempo

de exposicion. La acumulacién de Pb en tallos solo respondié a la concentracion del metal
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en suelo, encontrandose una asociacién positiva entre ambos fendmenos. En raiz se
encontro la misma tendencia, aunque solo en las concentraciones mas elevadas del metal en
suelo (1200 mg kg™ PS) se observé una acumulacién superior cuando el tiempo de cultivo
fue el méas prolongado (98 dias). La raiz fue el 6rgano que presentd mayor concentracion de
Pb a lo largo del experimento, seguida por el tallo y finalmente las hojas.

Figura 3.10. Concentraciones de Pb en raiz, tallo, hojas verdes y hojas senescentes de

Bidens pilosa en distintas etapas del desarrollo de las plantas cuando crecen expuestas
a concentraciones crecientes de Pb en suelos.

600
E Hoja (ns) M Tallo *** M Raiz *** O Hoja Senescente (ns) a
— 500 I
b0
2 400
=
= 300
°
5 200
o
o
£ 100
@
o
5 O-
o
35d | 65d | 98d | 35d | 65d | 98d | 35d | 65d | 98d | 35d | 65d | 98d
Control 300 mg/ kg 600 mg / kg 1200 mg / kg
Tratamiento / Tiempo de Cosecha

Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos para el mismo 6rgano con p<0,05 (*), p<0,01
(**) 0 p<0,001 (***). La ausencia de letras indica diferencias no significativas (ns). Las hojas (verdes y senescentes)
no mostraron diferencias significativas en la acumulacion de Pb entre los tratamientos. La concentracion de Pb en
tallos mostré diferencias sélo al comparar los tratamientos de suelo. La concentracion de Pb en raices mostrd
interaccion estadistica entre la concentracion del metal en suelo y el tiempo de cultivo.

3.3.2.5. Factores de Translocacion

Los factores de translocacién raiz-tallo, tallo-hoja y raiz-parte aérea de B. pilosa
durante los distintos periodos de desarrollo y en los distintos tratamientos, se presentan en
la Figura 3.11. Los valores de los tres FT no fueron afectados en términos generales por el
tiempo de exposicion al plomo, sin embargo, si se modificaron por diferentes
concentraciones del metal en suelo, a medida que aument6 el contenido de Pb en suelo

ambos FT disminuyeron.
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Figura 3.11. Factores de translocacion de Pb desde la raiz al tallo, desde el tallo a la
hoja y desde la raiz a la parte aérea en Bidens pilosa en las distintas etapas del
desarrollo de las plantas cuando crecen expuestas a concentraciones crecientes de Pb
en suelo.

6
M RaizaTallo *** mTallo a Hoja *** Raiz a Aéreo **

Factor de Translocacion
w

Control 300 mg / kg 600 mg / kg 1200 mg / kg
Tratamientos / Tiempos de Cultivo

Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos con p<0,01 (**) y con p<0,001 (***).Para
todos los FT se encontrd interaccion estadistica entre concentracion de Pb en suelo y tiempo de cultivo, por lo que
se comparan todas las barras de un mismo color entre si.

3.3.2.6. Capacidad fitoextractora de plomo

En la Figura 3.12. se exponen los resultados encontrados para la extraccion de Pb por
organo y por planta en B. pilosa. Los resultados fueron analizados mediante ANOVA
(Tabla 3.3.) a dos factores, no habiéndose detectado interaccion tiempo-tratamiento para
ningun érgano ni para el total de la planta entre el contenido de Pb en suelo y el tiempo de
cultivo. Por este motivo estos factores se estudiaron por separado. Las tendencias
evidenciadas por el analisis estadistico fueron las mismas en los 6rganos por separado que
en la planta completa: la acumulacion se incrementd significativamente entre la primera y
la segunda cosecha (35 y 65 dias) sin presentar cambios a partir de ese momento. En cuanto
al contenido de Pb en suelo, su aumento produjo un incremento significativo sobre la
extraccion total del metal. Este incremento fue perceptible solo a partir de la segunda
cosecha a los 65 dias en los tallos la raices y la planta completa. Cabe destacar que al llegar

al tratamiento con la méxima concentracion en suelo la extraccion se vio limitada.
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La capacidad fitoextractora de plomo en B. pilosa muestra una fuerte contribucién del
tallo de la planta. Si bien éste no es el 6rgano que presentd las mayores concentraciones de
Pb, pareciera ser el principal destino del mismo cuando se analiza la extraccion del metal en

términos absolutos.

Figura 3.12. Fitoextraccion de Pb de suelos por 6rgano y por planta de Bidens pilosa
en los distintos estadios de desarrollo de las plantas cuando crecen expuestas a
concentraciones crecientes de Pb en suelo.
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Tabla 3.3. Resultados de los ANOVA para la extraccion neta promedio de plomo y su
desviacion estandar (ng) por érgano y por planta para Bidens pilosa.

Hojas
Control ™ 300 mg kg™ PS™ 600 mg kg? PS™ 1200 mg kg™ PS "™
35dias ™ 10+2B 9+1A 9+1A 5+2A
65 dias " 8+2B 13+2 A 15+3 A 11+2 A
98 dias " 15+2 A 17+3A 18+3 A 9+2 A
Tallos
Control™  300mg kg™ PS~ 600 mgkg™?PS"™ 1200 mg kg™ PS "™
35 dias " 3+1A 18+4 B 22+5A 20+ 4 A
65 dias 6+1bA 83 + 10 aA 119 + 17 aA 82 + 9 aA
98 dias " 10+9A 79+ 20 A 122 +29 A 55+ 30 A
Raices
Control = 300 mg kg* PS™ 600 mg kg™ PS™ 1200 mg kg™ PS"™
35 dfas 0,7+0,1bB 17 + 4 bA 32 +6aA 11 +5bA
65 dias 0,5+0,1cB 39 + 10 bA 85 + 14 aA 41 + 10 bA
98 dias " 7+5A 42 +24 A 78+ 35 A 85+ 25 A
Hojas
Senescentes
Control 300mg kg PS 600 mgkg*PS 1200 mg kg™ PS
9g ™ 14 +2 10+3 8+2 8+2
Total
Control”™ 300mg kg™ PS™ 600 mgkg*PS™ 1200 mg kg™ PS ™
35 dfas " 13+3B 44+ 9B 63+ 12 B 35+ 10 A
65dias ~ 15+3cA 135 + 20 bA 219 + 24 aA 135 + 20 bA
98 dias " 46 + 30 A 147 + 38 A 226 + 43 A 157 +39 A

No hubo interaccion estadistica entre los factores estudiados, por lo que los ANOVA se realizan para cada uno por
separado. Se comparan los valores de extraccion entre los tratamientos de suelo para cada tiempo de cultivo (letras
minusculas) y entre los tiempos de cultivo para cada tratamiento de Pb en suelo (letras mayusculas). Letras
diferentes indican diferencias significativas con p<0,05 (*), p<0,01 (**), 0 p<0,001 (***); ns: no significativo.

3.4. Discusiéon

T. minuta y B. pilosa mostraron una elevada tolerancia a elevadas concentraciones de
Pb en suelos, tanto en términos de crecimiento y produccién de biomasa como en
supervivencia. Si se considera que la forma de Pb utilizada para enriquecer el suelo
(Pb(NO3),) es una sal con alta solubilidad, y que por ende la casi totalidad del metal se
encuentra en una forma biodisponible, puede decirse que estas especies cumplen
ampliamente con el requisito de tolerancia para su empleo en fitorremediacion (Tangahu et
al., 2011).
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En cuanto a la eficiencia en la extraccion de Pb, ambas especies mostraron
concentraciones del metal relativamente elevadas en raiz y tallos aunque no en hojas. Los
analisis de variacion temporal revelaron que la acumulacién no se incrementa en las plantas
después de los 65 dias de cultivo, al igual que la produccion de biomasa. La capacidad
fitoextractora de plomo por planta mostrd esta tendencia para la especie B. pilosa pero no
para T. minuta. Si se considera la posibilidad de implementar un programa de
fitorremediacion de suelos contaminados con plomo mediante el empleo de estas especies,
deberé tenerse en cuenta que para ciclos de un afio podrian repetirse los cultivos entre 2 'y 3
veces abarcando 2 meses cada periodo, mientras que si se realizaran cultivos de 98 dias de

duracion esto permitiria un solo ciclo anual.

Los factores de translocacion para estas especies no fueron muy elevados, pero cabe
destacar que se mantuvieron relativamente constantes a lo largo del tiempo y en los
diferentes niveles de exposicion a Pb. De todas maneras la translocacion, cumple con el
requisito para su uso en fitoextraccion ya que el contaminante ingresa a la parte aerea de la
planta la que puede ser cosechada con facilidad (Ghosh y Singh, 2005). De igual modo, en
términos absolutos la mayor cantidad de Pb extraido por ambas especies se encontro en la

parte aérea.

Tagetes minuta mostré una concentracion de Pb mayor en hojas senescentes que en
hojas verdes. Este incremento en la acumulacion del contaminante en las hojas cuando las
mismas envejecen, puede estar relacionado con los mecanismos de redistribucion de
nutrientes propios del proceso de senescencia (Himelblau y Amasino, 2001). No obstante la
presencia de hojas senescentes durante la Gltima cosecha no produjo un aumento
significativo en la extraccion total por planta, por lo que este fendmeno no justifica

prolongar el tiempo 6ptimo de cultivo para las especies fitoextractoras.

El comportamiento relacionado con la tolerancia al Pb fue similar en las dos especies
estudiadas. Una diferencia que cabe destacar fue la mayor supervivencia de B. pilosa
principalmente en la exposicion a concentraciones mas altas de Pb en suelo. No obstante,
esta especie consiguid esta supervivencia a costa de una disminucion abrupta de la biomasa
disminuyendo asi la tasa de extraccion absoluta por planta. Para T. minuta los individuos

gue sobrevivieron a elevadas concentraciones de plomo lograron un desarrollo normal. En
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lo que respecta a la eficiencia fitoextractora, los resultados de extraccion total de Pb por
planta de B. pilosa fueron muy superiores a los de T. minuta. Esta diferencia se debe

principalmente a la mayor biomasa producida por la primera especie.

Los resultados de acumulacién de plomo y capacidad fitoextractora encontrados en esta
etapa experimental fueron inferiores a los hallados en estudios de campo mediante el
disefio expuesto en el Capitulo Il. Esto puede explicarse por el uso de Pb(NOs3), en el
enriquecimiento experimental de los suelos para exposiciones en invernadero, una forma
quimica que no es la mayoritaria en suelos naturales. Si bien en muchos estudios reportados
en bibliografia se han logrado elevar las tasas de extraccion de Pb en distintas especies
mediante el incremento de la biodisponibilidad del metal, esto se realiza mediante el uso de
agentes quelantes que son moléculas organicas (naturales o sintéticas) que capturan el Pb
del suelo y al incorporarlo en su estructura lo hacen menos toxico (Freitas et al., 2013;
Pourrut et al., 2011). Mediante el uso de nitrato de plomo (II), el Pb soluble pasa a estar
disponible en forma de ion, siendo muy téxico para plantas y desencadenando respuestas
tanto en ellas como en los microorganismos del suelo asociados al crecimiento vegetal
(McGrath et al., 2001; Pourrut et al., 2008).

3.5. Conclusiones

La especies nativas Bidens pilosa y Tagetes minuta mostraron una elevada tolerancia a
elevados niveles de Pb en suelos cumpliendo ampliamente el requisito de tolerancia al
toxico para su empleo en fitorremediacion de suelos contaminados con este metal. Para
estas especies se determind un tiempo 6ptimo de cultivo de aproximadamente 2 meses. Los
factores de translocacion del metal en plantas para estas especies no fueron muy elevados,
pero como un comportamiento positivo para su aplicacidn, éstos no se vieron afectados a lo
largo del tiempo ni por los diferentes niveles de concentracion de plomo en suelos. Por otro
lado, la mayor acumulacion de Pb en la fitoextracciéon tuvo lugar en 6rganos aéreos. B.
pilosa mostr6 mayor eficiencia fitoextractora de Pb que T. minuta, principalmente en suelos
con 600 mg kg™ PS de Pb donde la extraccion por planta tuvo valores de 226 pg/planta
frente a 140 pg/planta en T. minuta.
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4. Capitulo IV.

Comportamiento del sistema radical en
relacion a la extraccion de Pb por Bidens
pilosa, Tagetes minuta y Brassica juncea
cuando crecen en suelos con elevadas
concentraciones del metal en presencia
de biofertilizantes.




Resumen

En un primer estudio observacional a campo se encontraron elevadas concentraciones
de Pb en tejidos aéreos de T. minuta y B. pilosa que sugirieron su empleo en
fitorremediacion de suelos contaminados con este metal. En el capitulo anterior se
reportaron los resultados de ensayos realizados para conocer el comportamiento de estas
especies cuando crecen en suelos enriquecidos con Pb y los resultados obtenidos en la
acumulacién en condiciones de invernadero no fueron comparables con los encontrados
previamente a campo, donde las especies presentaron una mayor eficiencia de extraccion de
plomo. Es por ello que en este capitulo se incluy6 en el disefio experimental una especie
ampliamente reportada como acumuladora de Pb, Brassica juncea. La decision de incluirla
se fundamento en que su estudio simultdneo con las nativas permite realizar un analisis
relativamente independiente de los valores de acumulacion de Pb encontrados en las
especies estudiadas y poder analizar el éxito de estas en comparacion con una ya
estandarizada como muy eficiente fitoextractora de plomo. Los experimentos realizados en
este capitulo siguieron un disefio bifactorial estudidndose en ellos el efecto de
microorganismos promotores de crecimiento vegetal sobre el crecimiento longitudinal del
sistema radical, la produccion de biomasa subterranea y aérea y las tasas de extraccion del
metal cuando las plantas crecen en suelos enriquecidos con distintos niveles de Pb.
También se evalud la posible preferencia del sistema radical por sectores mas limpios o
mas contaminados del suelo durante su crecimiento. Para cumplir estos objetivos se
emplearon rizocajas transparentes de acrilico en las que se cultivo un individuo por caja, en

condiciones de suelo homogéneas y heterogéneas.

La acumulacién de plomo expresada como extraccion por planta lograda por B. pilosa
fue muy superior a la de las otras dos especies, mas del doble que B. juncea (especie de

referencia) y el doble que T. minuta.

Los resultados muestran que ninguna de las tres especies tuvo preferencia por suelos
con altos o bajos niveles de Pb, ya que sus raices crecieron de manera similar en todas las
direcciones. No obstantes existe la posibilidad de que en determinadas condiciones algunos
microorganismos, como por ejemplo Azospirilum brasilense, induzcan al desarrollo de la

raiz con tropismo positivo hacia el Pb, al menos para las especies B. juncea y B. pilosa.
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Cabe destacar que se demostré que el efecto de los organismos promotores del
crecimiento vegetal sobre la acumulacion de Pb en plantas es un fenémeno complejo,
altamente especifico, ya que las combinaciones de especies de microorganismos
funcionaron de modo muy disimil sobre las tres especies vegetales. Este fendbmeno se
asocio fuertemente con las condiciones del suelo. Aun asi, pudo establecerse que el empleo
de biofertilizantes durante el proceso de fitoextraccion de Pb de suelos enriquecidos con ese
metal por Tagetes minuta, Bidens pilosa o Brassica juncea puede potenciar la tasa de
extraccion total si se utilizan Azospirilum brasilense y Pseudomonas fluorescens para la
primera, y una combinacion de Bradyrhizobium japonicum, Azospirilum brasilense y

Pseudomonas fluorescens para las otras dos especies.

4.1. Introduccion

La principal barrera para el ingreso de Pb a la planta reside en la raiz, mas
especificamente en la banda de Caspary (Pourrut y col, 2011). Esto presupone que el metal
ingresa al cortex radical pero no al cilindro central donde esta el xilema, evitandose asi la
translocacion a la parte aerea. Las partes mas jovenes de la raiz, cercanas al meristema, no
presentan un completo desarrollo de la banda de Caspary y por estar en proceso de
elongacion sus paredes celulares son mas delgadas que en el resto de la raiz. De este modo
el ingreso de Pb por estos sectores se encuentra facilitado (Seregin y Ivanov, 1997). No
obstante, uno de los principales efectos fitotdxicos del Pb es la reduccion en el crecimiento
de la raiz como asi también la induccidn del proceso de suberificacion de la misma. Estos

dos efectos tienden a evitar el ingreso de Pb en la planta (Gleeson, 2007).

Los microorganismos del suelo presentes en la rizosfera de las plantas interactian con
estas de diversa manera, pudiendo influenciar las tasas de acumulacion y translocacién de
metales pesados, ya sea aumentandolas como reduciéndolas (Ahmed et al., 2012; Gao et al.,
2011; Gao et al.,, 2010; McGrath et al., 2001; White et al., 1995). Las especies
pertenecientes al grupo de las brassicaceas han sido muy estudiadas para su uso en
fitorremediacion de suelos contaminados con diversos metales, incluso se ha observado en
estas que los microorganismos asociados a la rizosfera influyen positivamente en su

crecimiento, aumentando su potencial extractor. Algunos de estos microorganismos
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naturales son: Phyllobacterium brassicacearum, Serratia plymuthica, Comamonas
terrigena,  Stenotrophomonas  maltophilia, Agromyces cerinus,  Acinetobacter
rhizosphaerae, Microbacterium oxydans, Paenibacillus lautus, Arthrobacter globiformis,
Pseudomonas fluorescens, Variovorax paradoxus y Trichoderma spp., entre otros (Larcher
et al., 2008). El incremento en el éxito de la fitoextraccion de metales toxicos del suelo
cuando una especie presenta algunos de estos microorganismos asociados a su rizosfera
podria estar relacionado con una mayor superficie de contacto raiz-suelo y una mayor
capacidad para intercambiar iones a través de la pared celular (Salt et al., 1998).
Tradicionalmente, el aumento en el desarrollo del sistema radical y en la produccién de
biomasa se logra mediante el uso de fertilizantes inorganicos. Sin embargo, estos no solo
son costosos y presentan consecuencias ambientales, sino que también pueden alterar la
disponibilidad del metal en el suelo, impidiendo la extraccion de éste por plantas
fitorremediadoras. Por este motivo el empleo de fertilizantes organicos, asi como el de
biofertilizantes, representan una mejor opcion en términos de favorecer el crecimiento de
las plantas y con ello mejorar su capacidad fitoextractora, ya que uno de los modos de
accion de este tipo de fertilizantes es a través de la promocién del crecimiento tanto de la

raiz como del resto de la planta.

El objetivo de este capitulo fue estudiar el efecto de biofertilizantes comerciales
comunmente usados en agricultura sobre el comportamiento radical de las especies nativas
Tagetes minuta y Bidens pilosa y de la especie de referencia Brassica juncea ampliamente
reportada como fitoextractora de Pb (Ahmed et al., 2012; Lim et al., 2004; Salido et al.,
2003) cuando crecen en suelos contaminados con este metal. Dado que el modo de accion
de los biofertilizantes es la promocion del crecimiento vegetal, se planteo como hipotesis
que la aplicacion de este producto se reflejara en una mayor produccién de biomasa, y que
esto aumentaria la extraccion neta de Pb de dos posibles maneras: acumulando las mismas
concentraciones del contaminante en los 6rganos pero produciendo mas biomasa, con lo
cual en total se extraeria mayor masa de Pb; o aumentando tanto la biomasa como la
concentracion ya que para crecer mas se establece un mayor flujo de nutrientes desde el

suelo hacia la planta.
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4.2.  Materiales y Métodos

4.2.1. Preparacion de los suelos

Los suelos utilizados en esta experiencia fueron obtenidos de un érea rural cercana a
Bouwer distante de fuentes industriales de contaminacion. Este sitio fue denominado en el
Capitulo I “Control interno” y sus propiedades pueden observarse en las Tablas 1.1. y 1.2.
Para su recoleccion se removieron manualmente la cobertura vegetal y los objetos extrafios
de la superficie. Utilizando una pala de acero inoxidable se recolectd suelo superficial
(hasta una profundidad de 15 cm), y se lo almacend en bolsas plasticas. Una vez en el
laboratorio se secd a temperatura ambiente, procediéndose luego al tamizado a2 mmy ala
homogeneizacion del mismo. Este suelo fue fraccionado en tres partes iguales. Una parte se
conservd sin modificaciones para ser utilizada en el tratamiento control. Las otras dos
partes fueron enriquecidas con Pb (NO3), hasta alcanzar concentraciones de 300 y 600 mg
kg de Pb PS de suelo. Estas concentraciones fueron verificadas tomando muestras
aleatorias y analizandolas del mismo modo que lo descripto para analisis de suelos en el
Capitulo 1 para la fraccion pseudototal encontrandose los siguientes valores de Pb:
Tratamiento control: 11,4 + 0,9 mg kg™ PS; Tratamiento 300 mg kg™ PS: 251 + 13 mg kg™
PS; Tratamiento 600 mg kg™ PS: 576 + 39 mg kg™ PS.

4.2.2. Caracteristicas de los biofertilizantes empleados

Los biofertilizantes utilizados en este experimento fueron aportados por la empresa

Greenquality, quien suministrd 4 productos diferentes:

* Bradyrhizobium japonicum + Azospirilum brasilense + Pseudomonas

fluorescens (Biofertilizante triple)

» Azospirilum brasilense + Pseudomonas fluorescens (Biofertilizante
Ab+Pf)

» Azospirilum brasilense (Biofertilizante Ab)

» Pseudomonas fluorescens (Biofertilizante Pf)
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La bacteria Bradyrhizobium japonicum favorece la formacion de rizobios en el sistema
radical de las especies vegetales, incluso en las no leguminosas y también puede liberar
siderdforos solubilizando fosforo y otros nutrientes del suelo (Antoun et al., 1998; Bashan
et al., 2014). La bacteria Azospirilum brasilense promueve el crecimiento y la elongacion
de la raiz al mismo tiempo que fija nitrégeno (Bashan, 1986), y finalmente, la bacteria
Pseudomonas fluorescens no solo promueve el crecimiento de la raiz sino que también

puede liberar sideréforos(Vessey, 2003).

4.2.3. Material vegetal

Semillas de B. pilosa y T. minuta fueron recolectadas en el predio de la localidad de
Bouwer donde estuvo radicada una fundicion de plomo. Las semillas de B. juncea fueron
obtenidas de un banco de semillas comerciales (Rareplants, Alemania; BJ 3870). Todas
fueron sometidas a un proceso de imbibicidn pasiva con agua corriente durante 24 horas,
luego fueron esterilizadas con NaCIO AL 1% V/V mediante agitacion manual durante 10
min después de lo cual fueron lavadas con agua destilada y tratadas con cada uno de los
biofertilizantes segun las indicaciones del fabricante del producto. Posteriormente, las
semillas se hicieron germinar sobre papel de filtro humedecido con agua destilada (4 d en
oscuridad). Una vez que las plantulas tuvieron al menos un par de hojas verdaderas, se
trasladaron a las rizocajas de 9 x 9 cm (Figura 4.1. C) las que contenian suelo

correspondiente a cada uno de los tratamientos y se agregd 1 mL del biofertilizante.

4.2.4. Diseno experimental

El disefio experimental fue a dos factores (concentraciébn de Pb en suelo y
biofertilizante aplicado) y para los experimentos se emplearon rizocajas y la metodologia
descripta por Whiting et al. (2000). Para ello se utilizaron cajas de Petri cuadradas de
plastico transparente, de 9 cm de lado y 1,5 cm de espesor. Se las perford en un lateral para
que por este orificio pudiera crecer la planta y se las completd con suelo correspondiente a
los distintos tratamientos. Los tratamientos en relacion al contenido de Pb en suelo fueron:
suelo control (C), suelo enriquecido con 300 mg kg™ PS de Pb (300), y suelo enriquecido

con 600 mg kg™ de Pb PS (600), conformando estos tratamientos homogéneos. También se
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utilizaron rizocajas con tratamiento mixto, en las cuales la mitad de la caja fue rellenada
con un suelo con una concentracion de Pb y la otra mitad con otra concentracion del metal
(C-300 y C-600) a fin de evaluar la preferencia de la raiz durante su crecimiento
(quimiotropismo) (Figura 4.1. A y B). De este modo el factor “concentracion de Pb en
suelo” fue graduado en 5 niveles (C, 300, 600, C-300 y C-600). El segundo factor,
“biofertilizante aplicado”, fue graduado en 5 niveles: sin inocular (Control); inoculado con
el biofertilizante triple (Triple); inoculado con Azospirilum brasilense y Pseudomonas
fluorescens (Ab+Pf); inoculado con Azospirilum brasilense (Ab); inoculado con
Pseudomonas fluorescens (Pf). De este modo, considerando los dos factores se obtuvo un
total de 25 tratamientos, cada uno con 3 réplicas reales consistiendo cada una en un Gnico

individuo vegetal.

Las rizocajas fueron cubiertas con papel aluminio a fin de que la luz no afectara el
desarrollo de las raices, y se las coloco en un angulo de 75 °© para que el sistema radical
creciera sobre una de las paredes transparentes, facilitando asi la observacion (Figura 4.1. D
y E). El tiempo de duracion del experimento fue de 65 dias desde el trasplante a las
rizocajas. Cumplido este tiempo, las plantas fueron cortadas en la base del tallo a fin de
separar la parte aérea de la raiz. La parte aérea, aun en la caja, fue fotografiada y escalada
métricamente con una camara de alta resolucion (Figura 4.1. F). Luego la raiz fue retirada
cuidadosamente para obtener la totalidad de su biomasa, lavada con agua milli-Q y
sonicada a fin de eliminar el suelo adherido a ella. La parte aérea también fue lavada con
agua milli-Q, y ambas partes fueron llevadas a estufa a 60 °C hasta obtener peso seco
constante. Se determind la biomasa total producida por planta en la parte radical y en la
parte aérea. Luego, las muestras fueron trituradas con molinillo de acero inoxidable y

conservadas en bolsas plasticas herméticas hasta su posterior analisis.

4.2.5. Determinacion de la longitud de la raiz

A fin de evaluar el efecto de promocion del crecimiento vegetal y comparar los
distintos tratamientos (concentracion de Pb en suelo y biofertilizantes), se utilizaron las
fotografias escaladas para determinar la longitud total de la raiz. Para los tratamientos

homogéneos en cada rizocaja y para los tratamientos heterogéneos la longitud de raiz en
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cada lado de la rizocaja (Figura 4.1. G y H). Para ello se utilizd el software Image J
(Ferreira y Rasband, 2011) acoplado con un plugin denominado Smartroot (Lobet et al.,
2011).

4.2.6. Determinacion de la concentracion de Pb en érganos
vegetales de plantas sometidas a distintos tratamientos en
rizocajas

Las concentraciones de Pb en los 6rganos de las plantas se determinaron utilizando una
extraccion con acido clorhidrico al 20% vy acido nitrico puro, cada muestra se analiz6 por
triplicado (Bermudez et al., 2009). En primer lugar, 3 g PS de cada 6rgano por separado
(parte aérea y raiz) se llevaron a mufla a 450 ° C durante cuatro horas. Luego, las cenizas se
suspendieron en 2,5 mL de la solucion de extraccion (HCI al 20% y HNOj3; puro (3:1
V/V), ambos de grado analitico. Después de 4 h, la solucion se filtro y se analiz6 usando un
espectrofotometro de absorcion atomica de Illama (Perkin-Elmer AA3110( para medir la

concentracion de Pb.

4.2.7. Control de calidad

Como control de calidad se utilizaron blancos y materiales certificados. Los mismos
fueron preparados de la misma manera que las muestras y se midieron cada 10
determinaciones. El material certificado utilizado fue "CTA-OTL-1" (hojas de tabaco
oriental, Instituto de Quimica y Tecnologia Nuclear, OIEA). Los porcentajes de
recuperacion para el material certificado vegetal fueron de 89 + 4 % para Pb, 92 + 1 % para
Cu, 90 =1 % para Co, 91 £ 4 % para Ni, 90 =5 % para Fe, 91 £ 3 % para Zn, y 90 £ 2 %
para Mn, estos son porcentajes promedio y sus desvios estandar expresados con respecto al
valor declarado y teniendo en cuenta todas las determinaciones realizadas en dicho material
a lo largo de la tesis completa. Se encontr6é que los coeficientes de variacion de los analisis

entre replicados fueron inferiores al 10%.
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Figura 4.1. Cultivo de B. pilosa, T. minuta y B. juncea en rizocajas. A) Rizocaja
homogénea. B) Rizocaja heterogénea. C) Plantulas. D) Vista de una rizocaja en el
momento inicial del experimento. E) Vista lateral de rizocajas inclinadas al inicio del
experimento. F) Fotografia del sistema radical al momento de la cosecha. G) Primera
etapa de procesamiento de una imagen del sistema radical para obtener la longitud
total del mismo (binarizacion). H) Imagen binaria del sistema radical y trazado de
vectores en Smartroot para la obtencion de la longitud total de raiz.
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4.2.8. Analisis de datos

4.2.8.1. Analisis estadisticos

Se utiliz6 la prueba de Shapiro-Wilks para evaluar la distribucion normal de las
variables. No se encontraron datos con distribucion no normal. Sin embargo se observo
heteroscedasticidad, atribuida a que los distintos individuos de cada especie vegetal
respondieron de manera variable a medida que estuvieron expuestos a concentraciones
crecientes de Pb en suelo. No obstante este problema fue resuelto mediante la
incorporacion heteroscedasticidad en el modelo usando Infostat /E acoplado a R para
realizar el analisis de varianza (ANOVA). Por tratarse de un disefio experimental a dos
factores se evalud primero la interaccion entre los mismos. Cada vez que el ANOVA
mostré efectos significativos (p <0,05), se llevd a cabo una comparacion por pares de
medias mediante la prueba de Tukey. En los casos en que se constatd interaccion entre los
factores, los mismos no pudieron ser analizados por separado, por lo que en estos casos se
realizé una comparacion de medias entre los 25 tratamientos. Cuando no hubo interaccion

se comparo por un lado el efecto de un factor y por otro el del segundo.

4.2.8.2. Factores de translocacion y fitoextraccion de plomo

Se calculo el factor de translocacion desde la raiz a la parte aérea (FT R-A), utilizando
la relacion de la concentracion de Pb en raices y parte aérea de cada planta [FT R-A= Cgrea/
Craiz ] (Bu-Olayan y Thomas, 2009). Para obtener el valor de extraccion total de plomo por
organo se multiplico la concentracion de Pb encontrada en cada érgano por la biomasa seca
producida por planta en ese érgano. Para obtener el valor de extraccion total de plomo por

planta se sumo la extraccion total de la raiz mas la extraccion total de la parte aérea.

4.3. Resultados

4.3.1. Produccion de Biomasa

En la Figura 4.2. se presentan los resultados de biomasa aérea y radical producidas por

planta en T. minuta. No se encontrd interaccion estadistica entre los factores, por lo cual
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fueron analizados por separado. El uso de los biofertilizantes utilizados no incremento
significativamente la produccion de biomasa aérea o radical en esta especie. Sin embargo,
se observé un incremento estadisticamente significativo de la biomasa aérea relacionado
con la presencia de Pb en suelo (independientemente de la concentracion del metal)
comparado con el tratamiento control. También se encontr6 un incremento en la biomasa
de la raiz relacionado con la concentracion de Pb en suelo, siendo maximo para el
tratamiento de 600 mg kg™'PS.

Figura 4.2. Efecto de la aplicacion de biofertilizantes y de la concentracién de Pb en
suelo sobre el desarrollo de la biomasa aérea y radical por planta en Tagetes minuta.
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Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos de Pb en suelo dentro de cada
tratamiento de biofertilizante con p<0,05 (*), p<0,01 (**) y p<0,001 (***). La aplicacion de
biofertilizantes no introdujo diferencias significativas. El color de las letras indica la parte de la planta
considerada.

En la Figura 4.3. se exponen los resultados de biomasa aérea y radical producida por
planta en la especie B. pilosa. No se encontrd interaccion estadistica entre los factores
cuando se analiz6 la biomasa aérea, por lo cual los resultados fueron analizados por
separado. Solo el uso del biofertilizante Triple y Pf increment6 significativamente la
produccién de biomasa aérea en esta especie cuando la misma crece en suelos con 600 mg

Pb kg™ PS, con aumentos promedio del 25%. Por otro lado se observé que el contenido de
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Pb en suelo introdujo diferencias significativas en la biomasa aérea dentro de los
tratamientos Control y Triple. La biomasa aérea alcanzé un valor maximo en el tratamiento
de Pb en suelo con 600 mg kg™PS. Al analizar la biomasa radical se encontré interaccion
estadistica, por lo que los factores se estudiaron en conjunto. En general la biomasa radical
de B. pilosa no se vio incrementada por el uso de biofertilizantes, aunque cabe destacar que
cuando el contenido de Pb en suelos fue de 300 mg kg™ PS los tratamientos Triple y Ab+Pf
presentaron los valores mas elevados de biomasa radical en esta especie. Se observo un
incremento estadisticamente significativo de la biomasa aérea debido a la presencia de Pb
en suelo a las dos concentraciones estudiadas en comparacion con el control.

Figura 4.3. Efecto de la aplicacion de biofertilizantes y de la concentracion de Pb en
suelo sobre el desarrollo de la biomasa aérea y radical por planta en Bidens pilosa.
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Letras diferentes indican diferencias significativas con p<0,001 para la biomasa radical y p<0,01 (**) o
p<0,05 (*) para la biomasa aérea. ns: no significativo. Las letras mayUsculas muestran los resultados
de ANOVA cuando no hay interaccion entre los factores, comparandose la biomasa aérea entre los
tratamientos de suelo dentro de un mismo biofertilizante. Solo para el tratamiento de 600 mg kg™ se
encontraron diferencias entre los tratamientos de biofertilizantes (p<0,01), se lo indica con letras rojas.
Las letras mindsculas indican los resultados de ANOVA cuando hay interaccion (biomasa radical). El
color de las letras indica la parte de la planta considerada.

Para B. juncea se presentan en la Figura 4.4. los resultados de biomasa aérea y radical

en los distintos tratamientos. Se encontré interaccion estadistica entre los factores al
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analizar la produccion de biomasa aérea, por lo cual fueron analizados en conjunto.
Considerando la aplicacion de cualquiera de los biofertilizantes, se observo en todos los
casos un incremento de la biomasa aérea a medida que aumento6 el contenido de Pb en
suelo, encontrandose los valores méas elevados para el tratamiento de 600 mg kg™ PS de Pb
en suelo sin aplicar biofertilizantes (Control) y con la aplicacion de Pf, no obstante la
biomasa radical no se vio incrementada por el uso de los mismos. Se observé un
incremento estadisticamente significativo de la biomasa aérea en cualquiera de los
tratamientos con Pb en suelo en comparacién con el control. También se encontr6 un
incremento en la biomasa de la raiz para el tratamiento de 600 mg kg™ PS de Pb en suelo,
aungue esta tendencia solo fue significativa cuando se utilizaron los biofertilizantes Ab y
Pf.

Figura 4.4. Efecto de la aplicacion de biofertilizantes y de la concentracion de Pb en
suelo sobre el desarrollo de la biomasa aérea y radical por planta en Brassica juncea.
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Letras diferentes indican diferencias significativas con p<0,01 para la biomasa aérea y p<0,05 (*) para
la biomasa radical; ns: no significativo. Las letras mayusculas muestran los resultados de ANOVA
cuando no hay interaccion entre los factores, comparandose la biomasa radical entre los tratamientos
de suelo dentro de un mismo biofertilizante. No se encontraron diferencias entre los tratamientos de
biofertilizantes dentro de cada concentracion de Pb en suelo. Las letras mindsculas indican los
resultados de ANOVA cuando hay interaccion (biomasa aérea). El color de las letras indica la parte de
la planta considerada.
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4.3.2. Crecimiento radical

En las Figuras 4.5, 4.6 y 4.7 se presentan los resultados encontrados para la longitud
total de raiz por planta en las tres especies estudiadas (Tagetes minuta, Bidens pilosa y
Brassica juncea, respectivamente). En ninguno de los casos la concentracion de Pb en suelo
tuvo efecto significativo sobre la longitud radical. Esto muestra que las tres especies son
muy tolerantes a la exposicion a Pb. La aplicacion de cualquiera de los biofertilizantes no
produjo cambios significativos en la longitud radical de T. minuta. En el caso de B. pilosa,
se observo una reduccion significativa de dicha variable al aplicar cualquiera de los
biofertilizantes. Brassica juncea también mostrd una reduccion de la raiz debida al uso de
biofertilizantes, a excepcion del biofertilizante Triple, con el que las plantas mostraron
valores de longitud radical que no difirieron significativamente del control.

Figura 4.5. Efecto de la aplicacion de biofertilizantes y de la concentracion de Pb en
suelo sobre el desarrollo radical en términos de longitud total en Tagetes minuta.
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No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos.
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Figura 4.6. Efecto de la aplicacion de biofertilizantes y de la concentracion de Pb en
suelo sobre el desarrollo radical en términos de longitud total en Bidens pilosa.
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Figura 4.7. Efecto de la aplicacion de biofertilizantes y de la concentracion de Pb en
suelo sobre el desarrollo radical en términos de longitud total de Brassica juncea.
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Con la finalidad de estudiar posibles preferencia del sistema radical por suelos limpios
0 contaminados con Pb (quimiotropismo) ,se realizaron experimentos en cajas de cultivo
heterogéneas, donde la mitad de la caja contenia suelo control y la otra mitad suelo
enriquecido con 300 o 600 mg kg™ PS de Pb en suelo. Los anélisis estadisticos no
mostraron interferencia entre los factores y tampoco efectos significativos por el uso de
biofertilizantes. Por ello los datos se particionaron seguin el biofertilizante empleado en
cada experimento de acuerdo a las combinaciones heterogéneas, a fin de comparar
Unicamente los compartimientos contaminado y control de las cajas. En las Figuras 4.8.,
4.9.y 4.10. se presentan los resultados para la longitud de raiz de T. minuta, B. pilosa y B.
juncea respectivamente, para los tratamientos en concentraciones heterogéneas de Pb en
suelo. Los analisis estadisticos mostraron que, en general, no hubo preferencias en las
raices de ninguna de las tres especies por suelos limpios o contaminados con Pb, mostrando
que para estas especies la presencia o0 no de Pb en suelo no altera el comportamiento radical
durante el desarrollo de las mismas. Este resultado fue el mismo para las distintas
concentraciones de Pb en suelo y para todos los biofertilizantes estudiados. Solo se
encontraron diferencias significativas para B. pilosa y B. juncea cuando se aplico el
biofertilizante Ab en la combinacién mas extrema (Control — 600 mg kg™ PS de Pb en
suelo), siendo mayor la longitud de raiz en el lado contaminado de la caja (incremento de
un 26% y 20% para cada especie respectivamente). Esto podria indicar que en determinadas
condiciones estas especies muestren un tropismo positivo hacia los micro-sitios del suelo
que presentan mayor concentracion del metal. Este fendmeno podria estar relacionado con

la interaccion en la rizosfera de estas especies vegetales con Azospirilum brasilense.
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Figura 4.8. Longitud radical de Tagetes minuta en relacion al uso de biofertilizantes
cuando crecen en suelos con concentraciones heterogéneas y crecientes de Pb en suelo.
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Figura 4.9. Longitud radical de Bidens pilosa en relacion al uso de biofertilizantes
cuando crecen en suelos con concentraciones heterogéneas y crecientes de Pb en suelo.
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Figura 4.10. Longitud radical de Brassica juncea en relacion al uso de biofertilizantes
cuando crecen en suelos con concentraciones heterogéneas y crecientes de Pb en suelo.
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ns: diferencias no significativas. *: diferencias significativas con p<0,05.

4.3.3. Concentracion de plomo en la parte aérea de plantas de
T. minuta, B. pilosa y B. juncea

Los resultados para la acumulacion de Pb en tejidos aéreos de T. minuta, B. pilosa y B.
juncea se presentan en las Figuras 4.11., 4.12., y 4.13. respectivamente. En el caso de T.
minuta, el uso de biofertilizantes no produjo ninguin efecto significativo sobre la
acumulacion de plomo en la parte aérea. EI aumento en la concentracién de Pb en suelo
produjo en dicha especie un incremento en la acumulacion aérea en los tratamientos
Control, Ab y Pf. Para B. pilosa, se encontrd interaccion estadistica entre los factores
estudiados; el uso del biofertilizante Triple incremento la concentracion de Pb en los tejidos
aéreos cuando fue cultivada en los suelos C y C-300, mientras que el uso del biofertilizante
Pf produjo un decaimiento de la acumulacion de Pb por la planta cuando fue cultivada en
todos los suelos, excepto en el de mayor concentracion de Pb. Para la especie B. juncea no

se detectaron diferencias significativas en la acumulacion aérea del metal por el uso de
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biofertilizantes, ni por las diferentes concentraciones de Pb en suelo, aunque puede

observarse una tendencia de menor acumulacion en el uso del biofertilizante Pf.

Figura 4.11. Acumulacion de Pb en tejidos aéreos de Tagetes minuta en funcion de la
concentracion del metal en suelo y de la aplicacion de biofertilizantes comerciales.
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Letras diferentes indican diferencias significativas con p<0,05 (*) o p<0,001 (***) entre las
concentraciones halladas en los diferentes tratamientos de suelo dentro de cada tratamiento de
biofertilizante; ns: no significativo. Los tratamientos de biofertilizantes no introdujeron diferencias
significativa dentro de cada nivel de Pb en suelo.
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Figura 4.12. Acumulacion de Pb en tejidos aéreos de Bidens pilosa en funcion de la

concentracion del metal en suelo y de la aplicacion de biofertilizantes comerciales.
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Letras diferentes indican diferencias significativas con p<0,001 para la interaccién entre los factores
“Biofertilizante” y “Pb en Suelo”.

Figura 4.13. Acumulacion de Pb en tejidos aéreos de Brassica juncea en funcién de la

concentracion del metal en suelo y de la aplicacion de biofertilizantes comerciales.
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4.3.4. Concentracion de Pb en raices de plantas de T. minuta,
B. pilosa y B. juncea

Los resultados para la acumulacion de Pb en raices de T. minuta, B. pilosa y B. juncea
se representan en las Figuras 4.14., 4.15., y 4.16. respectivamente. Los resultados para los
factores “biofertilizante” y “Pb en suelo” mostraron interaccion estadistica, no obstante el
patron de acumulacion de Pb en raiz muestra una relacion mas evidente con el Pb en suelo
que con la aplicacion de biofertilizantes, presentando niveles superiores de acumulacion a
medida que el suelo se encontraba mas enriquecido en Pb, en las tres especies estudiadas.
Para T. minuta, la aplicacion del biofertilizante Triple no introdujo diferencias
significativas en la acumulacion radical de Pb con respecto al control, el biofertilizante Ab
+ Pf causo un incremento significativo en la acumulacion del metal en el tratamiento C-300
mientras que estos mismos microorganismos por separado causaron una disminucién de la
acumulacion radical para casi todos los niveles de Pb en suelo. En el caso de B. pilosa se
observo una disminucion en la concentracion de Pb en raices cuando se utilizaron los
biofertilizantes Ab + Pfy Pf. En cuanto a B. juncea, los resultados muestran un incremento
en la acumulacion radical de Pb debido a la aplicacion del biofertilizante Triple y una

disminucion de la misma en relacion al uso de Pf.
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Figura 4.14. Acumulacion de Pb en raices de Tagetes minuta en funcion de la
concentracion del metal en suelo y de la aplicacion de biofertilizantes comerciales.
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Letras diferentes indican diferencias significativas con p<0,05 para la interaccion entre los factores
“Biofertilizante” y “Pb en Suelo”.

Figura 4.15. Acumulacion de Pb en raices de Bidens pilosa en funcion de la
concentracion del metal en suelo y de la aplicacion de biofertilizantes comerciales.
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Letras diferentes indican diferencias significativas con p<0,05 para la interaccion entre los factores
“Biofertilizante” y “Pb en Suelo”.
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Figura 4.16. Acumulacion de Pb en raices de Brassica juncea en funcion de la
concentracion del metal en suelo y de la aplicacion de biofertilizantes comerciales.
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Letras diferentes indican diferencias significativas con p<0,05 para la interaccion entre los factores
“Biofertilizante” y “Pb en Suelo”.

4.3.5. Extraccion total de Pb por planta y factor de
translocacion en T. minuta, B. pilosa y B. juncea

En las Figuras 4.17., 4.18, y 4.19. se exponen los resultados encontrados para la
extraccion de Pb por planta y para los factores de translocacion de T. minuta, B. pilosa y B.
juncea respectivamente. No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos
para la extraccion aérea total de Pb por planta para ninguna de las especies, mientras que en
relacion a la extraccion total de Pb por planta en la raiz se observo interaccion estadistica
entre los dos factores. En el anélisis de la extraccidn total de Pb por planta (aéreo y raiz),
las comparaciones estadisticas mostraron el mismo resultado que en el caso del 6rgano
radical. En las tres especies el patrén encontrado se mostro principalmente relacionado a la
concentracion de Pb en suelo. No obstante, puede decirse que en T. minuta la extraccién
total se vio disminuida por el uso de los biofertilizantes Triple y Pf, mientras que para las

otras dos especies esto s6lo ocurrid al aplicar Pf; incluso, en el caso particular de B. juncea
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también se observo un incremento en la extraccion de Pb cuando se aplicd el biofertilizante

Triple.

Los FT de Pb fueron superiores a la unidad siempre y cuando el suelo no se encontrara
enriquecido con el metal. EI Pb incorporado por las plantas se acumuld fundamentalmente
en las raices cuando el contenido del mismo en suelo fue incrementadndose. El uso de
biofertilizantes no logrd revertir esta situacion en suelos enriquecidos con Pb en la mayoria
de los casos, con excepcién del suelo con 300 mg kg™ PS de Pb para la especie B. juncea.
Es importante destacar que el uso de biofertilizantes si incremento varias veces el FT de Pb
en los cultivos con suelos no contaminados (Ab + Pf para T. minuta; Triple para B. pilosa;
triple y Ab para B. juncea).

Figura 4.17. Extraccion aérea, radical y total de Pb por planta y factor de
translocacion desde la raiz a la parte aérea en Tagetes minuta en funcion de la
concentracion del metal en suelo y de la aplicacion de biofertilizantes comerciales.
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Letras diferentes indican diferencias significativas con p<0,05 para extraccion total radical y para FT
(ambos con interaccion estadisitca entre los factores “biofertilizante” y “Pb en Suelo”). Los colores de
las letras indican la variable comparada.
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Figura 4.18. Extraccion aérea, radical y total de Pb por planta y factor de
translocacion desde la raiz a la parte aérea en Bidens pilosa en funcion de la

concentracion del metal en suelo y de la aplicacion de biofertilizantes comerciales.
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Letras diferentes indican diferencias significativas con p<0,05 para extraccion total radical y para FT
(ambos con interaccion estadisitca entre los factores “biofertilizante” y “Pb en Suelo”). Los colores de
las letras indican la variable comparada.
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Figura 4.19. Extraccion aérea, radical y total de Pb por planta y factor de
translocacién desde la raiz a la parte aérea en Brassica juncea en funcion de la

concentracion del metal en suelo y de la aplicacion de biofertilizantes comerciales.
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Letras diferentes indican diferencias significativas con p<0,05 para extraccion total radical y para FT
(ambos con interaccion estadisitca entre los factores “biofertilizante” y “Pb en Suelo”). Los colores de

las letras indican la variable comparada.

4.4.

Discusion

Sorprendentemente se observé un incremento de biomasa radical y aérea a medida que

aumento la concentracion de Pb en suelo, independientemente del biofertilizante utilizado o

de la especie estudiada. Estos resultados contrastan con los hallados en el Capitulo I11 'y en

la bibliografia, que indican que el incremento de Pb en suelo, debido a su fitotoxicidad,

limita el desarrollo vegetal (Pourrut et al., 2011). Posiblemente la restriccion espacial de la

raiz sea la razon de este extrafio comportamiento, ya que es el Unico factor que se modifico

con respecto al disefio de los experimentos descriptos en el Capitulo Ill, y que esta

tendencia fue independiente del tratamiento con biofertilizantes.
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La longitud de las raices y la produccion de biomasa no se vieron incrementadas por la
aplicacion de biofertilizantes en la medida esperada, encontrdndose aumentos significativos
de estas variables solo en algunos casos. Posiblemente, en un contexto de mayor
disponibilidad espacial para el desarrollo de las raices el efecto de los biofertilizantes
podria haber sido mas notable.

El crecimiento de la raiz en términos de longitud no mostr6 preferencias por suelos con
Pb o sin Pb en los tratamientos heterogéneos, mostrando que las especies estudiadas tienen
la capacidad de desarrollarse de la misma manera en ambos. La aplicacion del
biofertilizante Ab modificO este comportamiento solo cuando las diferencias de
concentracion de Pb en suelo eran muy marcadas (C-600) en las especies B. pilosa y B.

juncea.

En cuanto a los niveles de Pb acumulado por las plantas, estos fueron inferiores al
aplicar el biofertilizante Pf. Este es un fendmeno que otros autores habian observado
previamente, aunque para otros metales pesados y con el empleo de otros biofertilizantes
(Juwarkar et al., 2008; Yadav et al., 2009). No obstante, en los estudios citados, el
incremento en el desarrollo de biomasa habia compensado la merma en la acumulacién en
términos de concentracion del metal, logrando asi una eficiencia similar pero asegurando
un mejor establecimiento y mayor supervivencia de las especies fitoextractoras en los

suelos contaminados.

El experimento desarrollado en este capitulo tuvo como objetivo central determinar el
efecto del uso de biofertilizantes comerciales sobre la eficiencia fitoextractora de Pb en tres
especies vegetales aptas para su empleo en la fitorremediacion de suelos enriquecidos con
este metal; no obstante el rango de concentraciones de Pb en suelo utilizado mostré un
efecto demasiado importante, superando este al de la aplicacion de biofertilizantes. A fin de
separar los efectos se realizd un nuevo analisis estadistico estableciendo la concentracion de
Pb en suelo como un factor aleatorio en lugar de considerarlo un factor fijo. De esta manera
el unico factor fijo del nuevo andlisis fue el uso de biofertilizantes. Este analisis permitio
descontar el efecto del Pb en suelo sobre las distintas variables de respuesta estudiadas en
las plantas y asi observar con mayor precision el efecto de los biofertilizantes. De esta

manera la Figura 4.20. muestra los resultados para la produccion de biomasa aérea y radical
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en las tres especies segun este enfoque; la Figura 4.21. muestra los resultados para la
concentracion de plomo en tejidos aéreos y radicales y la Figura 4.22., para la extraccion

total de Pb por planta.

La aplicacion de biofertilizantes en el cultivo de T. minuta produjo una reduccion de la
biomasa radical pero al mismo tiempo un incremento en la biomasa aérea. Estas
alteraciones se compensaron lograndose una biomasa total por planta equivalente entre los
tratamientos; aunque cabe destacar que, desde el punto de vista de la fitoextraccion, una
mayor biomasa aérea puede significar una mayor extraccion neta del metal, aspecto que se
retoma en los proximos parrafos. El desarrollo de la biomasa radical en B. pilosa no se vio
afectado por el uso de biofertilizantes, mientras que los tratamientos Triple y Pf indujeron
un aumento significativo de la biomasa aérea. La biomasa total por planta producida por
las especies T. minuta y B. pilosa llego a duplicar, y en algunos casos triplicar, la de B.
juncea. Esto estaria indicando un potencial superior para las especies nativas seleccionadas
en comparacion con la de referencia. En el caso de B. juncea la biomasa radical se vio

incrementada debido al uso del biofertilizante Triple.
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Figura 4.20. Produccién de biomasa aérea y de raiz en Tagetes minuta, Bidens pilosa y
Brassica juncea cuando crecen en suelos enriquecidos con Pb y son tratadas con
aplicacion de biofertilizantes.
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Las comparaciones estadisticas fueron realizadas dentro de cada especie entre los tratamientos de
biofertilizantes. Letras diferentes representan diferencias estadisticamente significativas con p<0,05
(*); p<0,01 (**) y p<0,001 (***). ns= no significativo. El color de las letras y de los niveles de
significancia se corresponde con el 6rgano estudiado.

La aplicacion de biofertilizantes no tuvo efecto alguno sobre la concentracion de Pb en
las raices de ninguna de las tres especies estudiadas. En cuanto a la concentracion de este
metal en érganos aéreos puede decirse que Unicamente se encontré un incremento en T.
minuta cuando se le aplicé el tratamiento Ab + Pf. Las concentraciones de Pb encontradas
en los 6rganos aéreos de B. juncea fueron superiores a las encontradas en T. minuta y B.

pilosa, llegando en algunos casos a duplicarlas.
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Figura 4.21. Concentracion de Pb en parte aérea y raices de Tagetes minuta, Bidens
pilosa y Brassica juncea cuando crecen en suelos enriquecidos en Pb y son tratadas
con biofertilizantes.
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Las comparaciones estadisticas fueron realizadas dentro de cada especie entre los tratamientos de
biofertilizantes. Letras diferentes representan diferencias estadisticamente significativas con p<0,05
(*); p<0,01 (**) y p<0,001 (***). ns= no significativo. El color de las letras y de los niveles de
significancia se corresponde con el érgano estudiado.

La extraccion radical de Pb por planta en T. minuta y B. pilosa no se vio influenciada
por el uso de biofertilizantes, al contrario que la extraccion por planta en érganos aéreos,
incrementada por Ab + Pf (en un 75% con respecto al control) o estos por separado para la
primera especie, y por Triple (en un 50% con respecto al control), Ab + Pfy Pfen la
segunda. Al tener en cuenta las extracciones totales por planta sumando ambos érganos los
biofertilizantes no fueron efectivos para estas especies, no obstante incrementar la
extraccion aérea por planta es importante desde el punto de vista de la fitoextraccion del
metal, ya que esta fraccion de la planta es la facilmente cosechable. En el caso de B. juncea,
los microorganismos promotores del crecimiento vegetal lograron un incremento en la
extraccion de plomo por planta (dado principalmente en la raiz) cuando se aplico el
biofertilizante Triple. Este incremento fue de un 90% con respecto al control y a los otros

biofertilizantes.
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La extraccion total por planta lograda por B. pilosa fue muy superior a la de las otras
dos especies, mas del doble que en B. juncea (especie de referencia) y el doble que T.

minuta.

Figura 4.22. Extraccién total de Pb por planta en parte aérea y raices de Tagetes
minuta, Bidens pilosa y Brassica juncea cuando crecen en suelos enriquecidos con
plomo y son tratadas con biofertilizantes.
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Las comparaciones estadisticas fueron realizadas dentro de cada especie entre los tratamientos de
biofertilizantes. Letras diferentes representan diferencias estadisticamente significativas con p<0,05
(*); p<0,01 (**) y p<0,001 (***). ns= no significativo. El color de las letras y de los niveles de

significancia se corresponde con el érgano estudiado.

4.5, Conclusiones

Los resultados expuestos en este capitulo permitieron demostrar que el efecto de los
microorganismos promotores del crecimiento vegetal sobre la acumulacién de Pb en
plantas es un fenébmeno complejo y altamente especifico, ya que las combinaciones de
especies de microorganismos funcionan de modo muy disimil sobre distintas especies
vegetales, interactuando ademas, con las condiciones del suelo. De todos modos se pudo

establecer que el empleo de biofertilizantes durante los procesos de fitoextraccion de Pb de
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suelos enriquecidos con este metal mediado por Tagetes minuta, Bidens pilosa o Brassica
juncea puede potenciar las tasas de extraccion del metal si se utilizan Azospirilum
brasilense y Pseudomonas fluorescens para la primera, y una combinacion de
Bradyrhizobium japonicum, Azospirilum brasilense y Pseudomonas fluorescens para las
otras dos. La especie mas eficiente como fitoextractora de plomo de suelos en este estudio
resulté ser Bidens pilosa, superando ampliamente a la especie de referencia Brassica

juncea.

Por otro lado, ninguna de las tres especies mostrd preferencia por suelos limpios o
contaminados, creciendo sus raices de manera similar en todas las direcciones. No obstante,
existe la posibilidad de que en determinadas condiciones algunos microorganismos, como
por ejemplo Azospirilum brasilense, induzcan al desarrollo de la raiz con tropismo positivo

hacia el Pb, tal como fue observado en las especies B. juncea y B. pilosa.
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5. Capitulo V.

Influencia de microorganismos
rizosfericos adaptados a  suelos
contaminados sobre la acumulacion de
Pb por B. pilosa y T. minuta.




Resumen

Los microorganismos del suelo presentes en la rizosfera de las plantas interacttan con
esta de diversas maneras, pudiendo influenciar las tasas de acumulacion y translocacion de

metales pesados, ya sea aumentandolas como reduciéndolas.

En el Capitulo Il se observé que las plantas que crecian en suelos con elevadas
concentraciones de plomo (Sitios 5y 2) podian acumular y translocar mas este metal (sitio
5) 0 menos (sitio 2), y que esto no se relacionaba con la concentracion de Pb en el suelo. De
esta manera, se plante6 como posible explicacién, la presencia de una diversidad
microbioldgica diferente en estos dos sitios. Esta hipétesis esta respaldada parcialmente por
los resultados encontrados en los experimentos presentados en el Capitulo IV de esta tesis,
en los cuales se emplearon microorganismos comerciales. Los resultados mostraron que el
efecto de la microbiota del suelo es fuertemente especifico, observandose que los mismos
microorganismos pueden causar efectos diferentes en las distintas especies vegetales. En
base a esos resultados el objetivo de este capitulo fue evaluar el efecto de los
microorganismos presentes naturalmente en los sitios seleccionados en el estudio a campo,

mediante un experimento de cruce de microorganismos.

El experimento disefiado para estudiar el efecto de los microorganismos presentes en
los suelos de Bouwer sobre la extraccion de Pb por parte de las especies estudiadas
presento deficiencias técnicas debido a que el tratamiento por autoclave para controlar la
microbiota del suelo interfiri6 con los resultados. De esta manera se encontré que el
tratamiento térmico del suelo introduce modificaciones fisico-quimicas en el mismo que
modifican la extraccion de Pb por parte de las especies vegetales. Si bien este resultado no
es aplicable a un posible proyecto de fitoextraccion in situ, puede ser de interés para el

tratamiento de lodos residuales provenientes de diferentes industrias.

Por otro lado, los resultados muestran que los microorganismos del suelo pueden
modificar las tasas de extraccion de Pb por parte de especies vegetales sin actuar
directamente sobre las rutas de ingreso del contaminante a la planta. Es posible que el modo

de accion de los microorganismos mas bien esté relacionado con las rutas metabdlicas de
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los metales que son esenciales tanto para ellos como para las plantas, y que esto
desencadene una alteracion en la ruta de ingreso del Pb a las plantas.

5.1. Introduccion

Los microorganismos del suelo presentes en la rizosfera de las plantas interactdan con
esta de diversas maneras, pudiendo modificar las tasas de acumulacion y translocacion de
metales pesados, ya sea aumentandolas como reduciéndolas (Ahmed et al., 2012; Gao et al.,
2011; Gao et al., 2010; McGrath et al., 2001; White et al., 1995). Debido a que el sector de
la raiz por el cual ingresan los metales y principalmente el Pb a las plantas se ve afectado
por la inhibicion de su crecimiento, los microorganismos promotores del crecimiento
vegetal comerciales podrian representar una manera economica y accesible para mejorar la
eficiencia extratora de plantas en metodologias de fitorremediacion de suelos contaminados
con plomo. Sin embargo, los resultados encontrados para la aplicacion de biofertilizantes
comerciales en T. minuta, B. pilosa y B. juncea no fueron del todo satisfactorios (Capitulo
V). Una explicacion para estos resultados es que posiblemente los microorganismos que
componen los biofertilizantes comerciales utilizados no estan preparados para enfrentarse a
las adversas condiciones de suelos con elevadas concentraciones de Pb. Asi, los resultados
hallados en el Capitulo IV nos llevaron a revisar los obtenidos en el Capitulo 11 y a plantear
una nueva experiencia en relacion a la presencia de microorganismos autoctonos en el
suelo del area de estudio (Bouwer). En los resultados del Capitulo Il se observo que las
plantas que crecian en suelos muy contaminados con Pb (Sitios 5 y 2) podian acumular y
translocar mas Pb (sitio 5) o menos Pb (sitio 2) que los sitios control, por lo que esto no se
relacionaba con la concentracion del metal en el suelo. Se plante6 como posible
explicacion la presencia de una diversidad microbiologica diferente en estos dos sitios, con
lo cual, el objetivo de este capitulo fue evaluar esta hipotesis mediante un experimento de
cruce de microorganismos. La prediccion derivada de la hipotesis que guio el disefio
experimental fue que las plantas que crezcan en presencia de los microorganismos del sitio
5 acumularan una mayor concentracion de Pb y que las que crezcan en presencia de los

microorganismos del sitio 2 acumularan una menor concentracién de Pb.
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5.2.  Materiales y Métodos

5.2.1. Obtencion de los suelos

Los suelos utilizados en esta experiencia fueron obtenidos de las inmediaciones de la
fundicion que estaba localizada en Bouwer y del propio predio de la misma. Los sitios
correspondieron a los denominados como “5” y “2” en el Capitulo II, sus propiedades
pueden observarse en la Tabla 2.1., y la acumulacion de Pb en las plantas que crecen en
ellos se present6 en la Tabla 2.3.

Para su recoleccion se removieron manualmente la cobertura vegetal y los objetos
extrafios de la superficie. Utilizando pala de acero inoxidable se recolectd suelo superficial
(15 cm de profundidad), y se lo almacend en bolsas plasticas. Luego se procedi6 al secado a
temperatura ambiente, al posterior tamizado a 2 mm y homogeneizacion mediante mezcla
manual del mismo. EIl suelo recolectado de cada sitio fue fraccionado en 3 partes iguales

para representar los siguientes tratamientos:

e Suelo del sitio 2, en adelante denominado “2”.

e Suelo del sitio 2 esterilizado y re-inoculado con sus propios microorganismos, en
adelante denominado “2+2”.

e Suelo del sitio 2 esterilizado y re-inoculado con los microorganismos del sitio 5, en
adelante denominado “2+5”.

e Suelo del sitio 5, en adelante denominado “5”.

e Suelo del sitio 5 esterilizado y re-inoculado con sus propios microorganismos, en
adelante denominado “5+5”.

e Suelo del sitio 5 esterilizado y re-inoculado con los microorganismos del sitio 2, en

adelante denominado “5+2”.

La esterilizacion se llevo a cabo utilizando una autoclave. Para las inoculaciones se
realizd una extraccion de los microorganismos de los suelos a partir de una fraccién
separada antes de la esterilizacion y conservada a 4°C. Para ello se prepar6 una suspension
de cada suelo en agua destilada (250 g de suelo en 1 L de agua). Luego de mezclar

suavemente por 20 minutos se dejo decantar el solido por gravedad y se filtr6 62 um
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separandose el sobrenadante (Koide y Li, 1989; Pérez y Urcelay, 2009). Este se utilizo
inmediatamente luego de su preparacion.

5.2.2. Material vegetal

Semillas de B. pilosa y T. minuta fueron recolectadas en el predio de la ex-fundicion de
Pb en la localidad de Bouwer. Las mismas se sometieron a un proceso de imbibicién en
agua corriente durante 24 horas. Las semillas ya imbibidas fueron esterilizadas con NaCIO
1% V/V mediante agitacion manual durante 10 min, luego se lavaron con agua destilada y
fueron puestas a germinar en capsulas de Petri sobre papel de filtro humedecido con agua

destilada (4 dias en oscuridad).

5.2.3. Disefo experimental

Una vez que las plantulas tuvieron al menos un par de hojas verdaderas, se trasladaron
a macetas de 1,5 L con suelos correspondientes a cada uno de los tratamientos. La base de
las plantulas fue regada con 50 mL del extracto de microorganismos correspondientes a

cada tratamiento. Cada tratamiento conto con 3 replicas.

Los tratamientos que consistieron en la re-inoculacion de los microorganismos propios
de cada suelo tuvieron la finalidad de evaluar los posibles efectos del proceso de

esterilizacion sobre la disponibilidad del plomo en esos suelos.

La duracion del experimento fue de 65 dias como se establecid a partir de los
resultados de los experimentos desarrollados en el Capitulo I1l. Una vez cumplido ese
plazo, las plantas fueron retiradas y se separaron las muestras de los tres 6rganos: raiz, tallo
y hojas. La raiz fue lavada con agua milli-Q y sonicada. Los tallos y las hojas también
fueron lavados con agua milli-Q. Todas las muestras fueron llevadas a estufa a 60 °C hasta
obtener peso seco constante y se determino la biomasa seca total producida por planta y por
organo. Luego, las muestras fueron trituradas con molinillo de acero inoxidable y se

conservaron en bolsas plasticas herméticas para su posterior analisis.
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5.2.4. Determinacion de la concentracion de metales pesados
en drganos vegetales

La concentracién de Pb, Zn y Cu en los 6rganos de las plantas se determind de acuerdo
a Wannaz et al. (2011). Para esto se tom6 1 g PS de las muestras trituradas
correspondientes a raices, tallos y hojas de Tagetes minuta y Bidens pilosa para cada
tratamiento para su analisis por Fluorescencia de Rayos X — Reflexion Total (TXRF)
empleando radiacion sincrotrén (LNLS, Brasil). ElI material vegetal fue reducido a cenizas
en mufla a 450 °C por 4 h, las cenizas fueron digeridas con 3 mL de HNOj calidad analitica
a 25 £ 2 °C. El residuo solido se separ6 por centrifugacion, y se ajusté el volumen del
sobrenadante a 5 mL con agua Milli-Q y se afiadieron 10 ppm de una solucion de Ga como
patrén interno. Se tomaron alicuotas de 5 pL de esta solucion y se secaron sobre un soporte
de acrilico. Se prepararon soluciones estandar con concentraciones conocidas de Cu*?, Pb*?
y Zn*'? (también con Ga como patron interno) para la calibracion del sistema. Las
mediciones se realizaron durante 200 s, utilizando la configuracion de reflexion total
montada en la linea de luz de fluorescencia de rayos X del Laboratorio Nacional de Luz
Sincrotron  (LNLS), Campinas, SP, Brasil. Para ello, un haz policromatico de
aproximadamente 5 mm de ancho y 0,1 mm de altura se utilizo para la excitacion. Para la
deteccidn de rayos X, se utilizo un detector de Si (Li) con una resolucion de energia de 165
eV ab,9keV.

5.2.5. Control de calidad

Como control de calidad se utilizaron blancos y materiales certificados, los que fueron
preparados de la misma manera que las muestras. EI material certificado utilizado fue
"CTA-OTL-1" (hojas de tabaco oriental, Instituto de Quimica y Tecnologia Nuclear.
OIEA)). Los porcentajes de recuperacion para el material certificado vegetal fueron de 86 +
7% para Pb, 81 + 3 % para Cu, 84 + 3 % para Co, 86 = 5 % para Ni, 86 + 8 % para Fe, 85
2 % para Zn, y 84 + 3 % para Mn, estos son porcentajes promedio y sus desvios estandar
expresados con respecto al valor declarado y teniendo en cuenta todas las determinaciones
realizadas por TXRF en dicho material a lo largo de la tesis completa. Se encontré que los

coeficientes de variacion de los analisis entre replicados fueron inferiores al 10%.
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5.2.6. Analisis de datos

5.2.6.1. Analisis estadisticos

Se utilizo el test de Shapiro-Wilks para evaluar la distribucion normal de los datos, no
observandose distribucién no normal. Sin embargo los datos, nuevamente, presentaron
heteroscedasticidad. Esto se debe a que la respuesta de los distintos individuos de cada
especie vegetal presenta mayor variabilidad a medida que estdn expuestos a
concentraciones mas elevadas de Pb en suelo. No obstante este problema fue resuelto
mediante la incorporacion heteroscedasticidad en el modelo usando Infostat /E acoplado a
R para realizar un andlisis de varianza (ANOVA). Por tratarse de un disefio experimental a
dos factores se evalud primero la interaccion entre los mismos. Cada vez que el ANOVA
indico efectos significativos (p <0,05), se llevd a cabo una comparacion por pares de

medias mediante Tukey.

5.2.6.2.  Factor de bioacumulacion, factor de translocacion y
fitoextraccion de plomo

Se calculo el factor bioacumulacién (FBC) utilizando la relacion entre la concentracion
Pbyci en los suelos (Tabla 2.1., Capitulo 11) y la concentracion del metal en la parte aérea de
las plantas [FBC = Cagrea/ Csuelo] (Bu-Olayan y Thomas, 2009).

Se calculo el factor de translocacion desde la raiz a la parte aérea (FT R-A), utilizando
la relacion de la concentracion de Pb en raices y parte aérea [FT R-A= Cyreal Craiz | (Bu-
Olayan y Thomas, 2009). Para obtener el valor de extraccion de plomo por 6rgano y por
planta se multiplico la concentracién de Pb encontrada en cada 6rgano por la la biomasa
seca producida por planta en ese 6rgano. Para obtener el valor de concentracion de Pb en la
parte aérea, la concentracién cuantificada para las hojas y tallos se multiplicé por la
biomasa total de cada drgano. Las diferentes masas de plomo se sumaron entre si y esta

suma se dividié por la biomasa total de los érganos aéreos:

Caérea = (BiOMhoja X Choja + BioMtallo X Ctallo)/ (BiOMhoja + BiOMtallo)

141



Donde C es concentracion de Pb en el o6rgano indicado en el subindice que
corresponda, y BioM es la biomasa seca producida en el érgano indicado en el subindice

que corresponda.

5.3. Resultados

5.3.1. Produccién de Biomasa

En la Figura 5.1. se presentan los resultados para el estudio de los efectos de los
distintos tratamientos sobre la biomasa producida por 6rgano en Bidens pilosa y Tagetes
minuta. Los analisis de la varianza (ANOVA) se realizaron por separado para cada especie
y para los tratamientos con suelos provenientes de cada sitio. La esterilizacion y
reinoculacién con microorganismos propios o cruzando los de distintos  sitios no
produjeron diferencias significativas en la biomasa de B. pilosa cuando esta se cultivd en
suelo del sitio 2, pero si se observaron diferencias cuando fue cultivada en suelo del sitio 5.
Asi, se observd un incremento de la biomasa luego de la esterilizacion del suelo 5,
independientemente del origen de los microorganismos inoculados para el cultivo. Esto
podria estar relacionado con una aceleracion en el proceso de descomposicion de la materia
organica por la temperatura mediante el cual se liberarian nutrientes. Sin embargo, la
esterilizacion del suelo 2 no tuvo efecto alguno sobre el desarrollo de B. pilosa, aunque su
re-inoculacion con microorganismos del sitio 5 mostré una tendencia de incremento en la
biomasa en esta especie. En el caso de T. minuta, se observo un fendmeno similar, aunque
invertido. Los incrementos significativos en la biomasa se observaron cuando esta especie
fue cultivada en suelos del sitio 2 (esterilizados y reinoculados) y no del sitio 5. Estos
resultados indican, por un lado, que la esterilizacién de los suelos introduce alguna
modificacion en las propiedades de los mismos que puede estar liberando nutrientes o
factores que estimulan el crecimiento de las plantas. Por otro lado, la alteracion producida
por la esterilizacion no tiene el mismo efecto en las dos especies estudiadas, ya que el

incremento en la biomasa producida ocurri6 en suelos distintos en cada una de ellas.

No se observaron cambios en la biomasa producida en relacion al tipo de

microorganismos existentes en el suelo, para ello se realizaron ANOVAs de los resultados
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de cada especie comparando los tratamientos 2 vs 5; 2+2 vs 2+5; y 5+5 vs 5+2 (datos no
presentados). Cabe destacar que la biomasa aérea de B. pilosa presentd una tendencia de
aumento en su biomasa cuando creci6 en suelos del sitio 2 reinoculado con

microorganismos del suelo 5.

Figura 5.1. Efecto de la esterilizacion y re-inoculacion de suelos contaminados con Pb en
la produccion de biomasa de hojas, tallos y raices por planta de Bidens pilosa y Tagetes
minuta.
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Niveles de significancia: ns, no significativo, * p <0,05, ** p <0,01, ***, Letras diferentes indican
diferencias significativas. Los colores de las letras indican el érgano vegetal al que corresponde el
anélisis.
5.3.2. Concentracion de metales pesados en 0rganos vegetales
de T. minuta y B. pilosa

En la Figura 5.2. se presentan los resultados de las concentraciones de Pb (A), Cu (B) y
Zn (C) en hojas, tallos y raices de T. minuta y B. pilosa cultivadas en suelos inoculados con
microorganismos de suelos del area de estudio. Los analisis de la varianza (ANOVA) se
realizaron por separado para cada especie y para los suelos provenientes de cada sitio, con
la finalidad de evaluar el efecto de la esterilizacion de los mismos sobre la acumulacion de
los metales por las plantas. Para los tres elementos estudiados, la esterilizacion del suelo del
sitio 5 caus6 una reduccién de sus respectivas concentraciones en hojas de B. pilosa. Esto

mismo ocurrid para la acumulacion de Pb en el tallo de esta especie y para la concentracion
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de Cu en tallos de T. minuta. Del mismo modo que para la biomasa producida por las
plantas, se encontrd que el efecto de la esterilizacion del suelo fue distinto para cada suelo y
para cada especie. La esterilizacion del suelo del sitio 2 no provocé cambios en la
acumulacion de metales en ninguna de las dos especies, y para el caso de T. minuta se
observo claramente que la presencia de microorganismos del sitio 5 puede incrementar la
tasa extractiva de Pb y su acumulacion en hojas. No obstante, el hecho de que la
acumulacién de Pb en hojas en plantas de esta especie que crecieron en los suelos del sitio
5 no haya sido superior a las del sitio 2, resta contundencia a aquel resultado.

La ausencia de efectos ante la esterilizacion del suelo sobre la acumulacion de metales
en la raiz permitio realizar algunas comparaciones entre los sitios y los cruces de
microorganismos provenientes de ellos. Bidens pilosa mostro una acumulacion de Pb en
raices significativamente (p<0,01) mas elevada cuando crecié en suelos del sitio 5 que en
suelos del sitio 2, sin verse esto afectado por el tipo de microorganismos presentes en los
mismos [5; 5+5; 5+2 > 2; 2+2; 2+5]. Por su parte, T. minuta presentd diferencias
significativas en la acumulacion de Pb en raices (p<0,05) segun los distintos tratamientos y

combinaciones, con el siguiente orden: 5+5; 5+2; 2 > 2+2; 2+5; 5.

Es importante destacar que los valores maximos de Pb hallados en las raices y hojas de
T. minuta en este experimento, fueron ampliamente superiores a los encontrados en B.
pilosa y aun a los encontrados en todas las etapas previas de esta tesis. Las concentraciones
de Cu y Zn en raices también fueron superiores en T. minuta, con valores extremos para
Cu.

Con respecto a la concentracion de Pb en los tallos no se observaron diferencias
significativas entre las plantas de las dos especies cuando éstas crecieron en suelo del sitio
2 0 del sitio 5, aunque se observo una tendencia similar a la descripta en los resultados del
Capitulo 11, con una acumulacién ligeramente mayor en el sitio 5. El cruce de
microorganismos no mostré efectos significativos sobre la acumulacién de plomo en los

tallos.
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Figura 5.2. Efecto de la esterilizacion y re-inoculacion del suelo sobre la concentraciones de Pb
(A), Cu(B)y Zn (C) en hojas, rallos y raices de Tagetes minuta y Bidens pilosa.
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Figura 5.2. (Continuacion). Efecto de la esterilizacion y re-inoculacion del suelo sobre la
concentraciones de Pb (A), Cu (B) y Zn (C) en hojas, rallos y raices de Tagetes minuta y
Bidens pilosa.
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Letras diferentes indican diferencias significativas con p<0,05 (*), p <0,01 (**), p <0,001 (***); ns =
no significativo. Los colores de las letras indican el 6rgano vegetal al que corresponde el analisis.

5.3.3. Factores de Bioacumulacién y Translocacion

En la Tabla 5.1. se presentan los resultados para los factores de bioconcentracion

(FBC) y de translocacion (FT) de Pb, Cu y Zn en Tagetes minuta y Bidens pilosa.

Los FBC de Pb para T. minuta y B. pilosa fueron muy reducidos, no alcanzandose el
valor de 1 (criterio para considerar a las especies acumuladoras). En el caso de T. minuta
los FBC de Pb fueron de un orden de magnitud mayor cuando la especie crecié en suelos
del sitio 5, o en suelo del sitio 2 con microorganismos del sitio 5. B. pilosa también
presentd un FBC de Pb mayor al crecer en suelos del sitio 5, aunque éste se vio fuertemente
disminuido (50%) por el proceso de esterilizacién, y la inoculacién de microorganismos
del sitio 5 en los suelos del sitio 2 no produjo ningun cambio para esta especie. En cuanto a
los FBC de Cu y de Zn, los tratamientos no introdujeron diferencias significativas para la
especie T. minuta, pero si lo hicieron para B. pilosa. Esta Gltima mostré FBC de Cu y de Zn
ampliamente superiores en el sitio 5 comparado al 2, los cuales fueron severamente

disminuidos por el tratamiento de esterilizacion.
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En general los FT de B. pilosa fueron superiores a los de T. minuta. Se observaron
efectos significativos del proceso de esterilizacion del sustrato sobre el factor de
translocacion de Pb para ambas especies cuando se estudié el suelo proveniente del sitio 5,
dichos efectos consistieron en una reduccion drastica del mismo. No se encontraron

diferencias significativas entre la translocacion observada en el sitio 2 y la del sitio 5.

El factor de translocacion de Cu para las plantas de ambas especies cultivadas en suelos
del sitio 2 no se vio influenciado por el proceso de esterilizacién ya que no hubo diferencias
significativas entre los tratamientos 2 y 2+2. El tratamiento 2+5, sin embargo, provocé una
disminucién abrupta del FT de Cu, disminuyendo éste en un 50% para de T. minuta y en un
90% para B. pilosa. Al estudiar las plantas que crecieron en suelos del sitio 5 se observd
nuevamente un fuerte efecto del proceso de esterilizacion del suelo sobre el FT de Cu para
ambas especies, lo cual hace imposible analizar el efecto de los microorganismos. En
cuanto al factor de translocacion de Zn, no se encontraron efectos claros del proceso de
esterilizacion del suelo ni del entrecruzamiento de microorganismos provenientes de suelos

de ambos sitios.

La bibliografia muestra que el tratamiento térmico de los suelos puede introducir
cambios en el pH y en la cantidad de carbono organico disuelto, esto interactia con los
distintos elementos y puede provocar un aumento en la solubilidad y biodisponibilidad
(determinada mediante extracciones secuenciales) de Cu, Zn y Pb cuando se trata de
temperaturas bajas (hasta 70 °C) o reducirla abruptamente cuando se superan temperaturas
umbrales para cada metal. En el caso de Cu y Zn la biodisponibilidad es cada vez mayor
hasta que se superan los 70 °C y los 90 °C respectivamente, mientras que Pb suele aumentar
su biodisponibilidad cuando se trata al suelo con temperaturas superiores a los 400 °C
(Martinez et al., 2003; Martinez y McBride, 1998; Wunsch et al., 1996). Los resultados
encontrados en esta tesis para los FBC y FT indicarian que el tratamiento de autoclavado
(120 °C) aplicado a los suelos provoca una reduccion significativa en la biodisponibilidad
de Cu y Zn, sin provocar grandes cambios en la de Pb, siendo esto demostrado in vivo y no

mediante extracciones secuenciales.
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Tabla 5.1. Efecto de la esterilizacion del suelo y el cruce de microorganismos sobre los factores de bioacumulacion y
de translocacion de Pb, Cuy Zn de Tagetes minuta y Bidens pilosa.

Factor de Bioconcentracion (FBC) £ DS

Factor de Translocacion (FT) £ DS

Suelo  Tratamiento Tagetes minuta Bidens pilosa Tagetes minuta Bidens pilosa
2 b 0,004 + 0,003 0,007 + 0,001 0,09+0,06 0,29+0,19
2 2+2 * b0,008+0,005 ns 0,007 + 0,001 ns 0,23+0,02 ns 0,61+0,21
Pb 2+5 a 0,025 + 0,008 0,006 + 0,001 0,22+0,08 0,11+0,09
5 0,02 £0,01 a 0,023 £ 0,003 a 0,13+0,04 a 0,19+0,03
5 5+2 ns 0,02+0,01 * b 0,012 + 0,001 * b 0,04+0,03 * b 0,06+0,04
5+5 0,06 + 0,02 b 0,009 + 0,001 b 0,02+0,01 b 0,04+0,02
Suelo  Tratamiento Tagetes minuta Bidens pilosa Tagetes minuta Bidens pilosa
2 4+2 6,1£51 a 0,68+0,26 a4,4+2,9
2 2+2 ns 1,0+£0,6 ns 39+24 * a0,84+0,28 * a4,5+2,6
c 2+5 2,1+£0,6 0,74 +0,21 b 0,48+0,15 b 0,5+0,4
! 5 38x0,1 ald+?2 a 1,09+0,23 a7,3+1,6
5 5+2 ns 3505 * b39+24 * b0,08£0,04  ** b 1,0+0,6
5+5 3,1+£06 b 2,96 + 0,09 b 0,23+0,08 b 1,4+0,5
Suelo  Tratamiento Tagetes minuta Bidens pilosa Tagetes minuta Bidens pilosa
2 0,8+0,5 1,22 +0,2 0,27+0,18 b 0,83+0,44
2 2+2 ns 1,1+£0,7 ns 3,02+1,41 ns 1,01£0,35 * a 3,09+0,54
Zn 2+5 0,8+04 09+0,2 0,75+0,31 b 0,7£0,5
5 3,4+0,6 ald+?2 0,67+0,16 3,43+0,91
5 5+2 ns 32+ 27 * b4,7+0,8 ns 1,34+0,66 ns 1,0£0,4
5+5 4,2+0,6 b7+1 0,25+0,17 2,12+0,66

Letras diferentes indican diferencias significativas con p<0,05 (*), p <0,01 (**), p <0,001 (***); ns = no significativo. Comparaciones entre
tratamientos dentro de un mismo suelo y una misma especie.
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5.3.4. Extraccion total por planta y 6rgano

En la Figura 5.3. se muestran los valores de extraccion de Pb por planta y su
distribucion entre los distintos érganos (raiz, tallo y hojas) para Tagetes minuta y Bidens
pilosa. La esterilizacion de los suelos provenientes de los sitios 2 y 5 no produjo efectos
significativos en la extraccion total o por 6rganos de Pb en Bidens pilosa. Tampoco se
observaron efectos por el intercambio de microorganismos, aunque puede observarse una
tendencia mas clara y con valores probabilisticos mas cercanos a la significancia en la
comparacion de los tratamientos 2+2 y 2+5 que entre los tratamientos 5+5 y 5+2. En esta
especie la introduccion de microorganismos del sitio 5 en suelos del sitio 2 generd una
tendencia de aumento en la extraccion de Pb en las raices, los tallos y la planta en su

conjunto.

En el caso de T. minuta, la esterilizacion del suelo del sitio 5 produjo un incremento
muy marcado en la extraccion por planta en la raiz. Este incremento fue tan elevado que se
tradujo con el mismo efecto para la extraccion total por planta. Para esta especie, en los
suelos del sitio 2 la esterilizacion no modifico la extraccion por planta, Si bien el cruce de
microorganismos no introdujo diferencias significativas en la extraccion de Pb por parte de
T. minuta, se observo una tendencia, con p=0,06, de aumento en la extraccion foliar, radical
y total por planta cuando se introdujeron microorganismos del sitio 5 en los suelos del sitio
2.

En términos generales puede decirse que para ambas especies resulté mas favorable la
extraccion de Pb en el suelo 5, y que Bidens pilosa mostro tasas de extraccién mas elevadas
que Tagetes minuta, y lo que es mas importante, localizd mayor cantidad del metal en

tejidos aéreos.
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Figura 5.3. Efecto de la esterilizacion del suelo y el cruce de microorganismos sobre la
extraccion total de Pb por planta y érgano de Tagetes minuta y Bidens pilosa.
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Letras diferentes indican diferencias significativas con p<0,05 (*), p <0,01 (**), p <0,001 (***); ns = no
significativo. Los colores de las letras minasculas indican el drgano vegetal al que corresponde el
analisis. Las letras mayusculas corresponden al analisis de la extraccién total por planta sumando los
tres 6rganos.

5.4, Discusion

El efecto de la esterilizacion del suelo sobre todas las variables estudiadas fue mayor
del esperado, dificultando la evaluacion de la influencia de los microorganismos edéaficos
presentes en el sitio de estudio. Esto podria deberse a que uno de los factores mas
importante en relacion a la disponibilidad de metales pesados es la materia organica del
suelo en relacion a los compuestos que ésta puede formar con los metales (Bermudez et al.,
2010; Kashem y Singh, 2001). El proceso térmico empleado para la esterilizacion del suelo
pudo haber atacado no solo su microdiversidad, sino también la composicion quimica de la
materia organica presente, favoreciendo la formacion de complejos poco solubles con los
metales, o la disociacion de otros compuestos preexistentes en el suelo (Martinez et al.,
2003; Martinez y McBride, 1998; Wunsch et al., 1996; Gallardo et al., 1987). Si bien en la

aplicacion de metodologias de fitorremediacion (en este caso se trataria de
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fitoestabilizacidn) de suelos no es factible proceder al tratamiento térmico de la totalidad
del suelo afectado, los resultados muestran que la descomposicion de la materia organica,
es un factor a tener en cuenta cuando se aplica esta tecnologia (Cunningham et al., 1995).

Pese al efecto no deseado del procedimiento de esterilizacion estudiado en estas
experiencias, se pueden observar tendencias importantes. Desde el punto de vista de la
fitoextraccién de Pb, los microorganismos presentes en suelo del sitio 5 parecen haber
favorecido mas a Bidens pilosa que a Tagetes minuta en términos de promover un mayor
desarrollo de biomasa, fundamentalmente de la aérea (hoja y tallo). Los datos obtenidos
para la concentracién de Pb, Cu y Zn y sus factores de translocacion muestran que los
efectos de la esterilizacion y del tratamiento no fueron iguales en ambos suelos, ni en
ambas especies, ni para los tres metales. EI hecho de que el ingreso y la translocacion de
otros metales se haya visto modificada por los tratamientos puede estar revelando sinergias
dificiles de detectar cuando las variables de respuesta se analizan por separado. El tipo de
microorganismos presentes en el suelo puede afectar la incorporacion de Cu y Zn y este
cambio puede ser responsable de los patrones de extraccion de Pb observados. Esto,
sumado a la gran variabilidad de respuesta entre los individuos cuando las concentraciones
de Pb en suelo son altas, dificultan la interpretacion de los resultados. Con la finalidad de
integrar  todos los resultados se realizaron correlaciones de Spearman entre las
concentraciones de los tres elementos en los tres drganos y regresiones lineales multiples
incluyendo FT vy tasas de extraccion con el objetivo de identificar posibles vinculos entre
las variables de respuesta. En la Tabla 5.2. se muestran los resultados de las correlaciones y
en la Tabla 5.3., los de las regresiones multiples que explican las variables que se asociaron
con las concentraciones de Pb en las distintas partes de la planta como asi también con las

tasas de extraccion total por planta.

Se observo una fuerte correlacion positiva entre las concentraciones de Pb, Cuy Zn en
hojas, entre Pb y Zn en tallo, y entre Pb, Cu y Zn en raiz para T. minuta; y entre Pb, Cu y
Zn en hojas y entre Pb, Cu y Zn en tallo para B. pilosa. Profundizando estas interacciones,
los resultados del analisis de regresion muestran un alto grado de asociacion entre Pb, Zn'y
Cu. Para Bidens pilosa el contenido de Cu en la planta se asocié con una disminucién de Pb
en la misma, y el contenido de Zn con un aumento en la acumulacion de Pb. En T. minuta

las relaciones no fueron tan claras ya que el la extraccion de Pb y su acumulacion en hojas

151



se vieron favorecidos tanto por el ingreso de Cu como de Zn en la planta; mientras que el
contenido y la extraccion de Pb en tallo se vio asociado con un aumento en la acumulacién

de Zny en sentido inverso disminuyd al aumentar la acumulacion de Cu.

Tabla 5.2. Coeficientes de correlacion de Spearman y sus valores de probabilidad
entre las concentraciones de Pb, Cu y Zn encontradas en hojas, tallos y raices de
Tagetes minuta y Bidens pilosa.

Tagetes minuta

PDb Hoja CU Hoja ZN Hoja PD tae CU taie ZN 1ale PO Raiz  CU Raiz  ZN Raiz
PD Hoja 1 0,06 0,06 0,52 0,42 0,15 0,08 0,06 0,14
CU Hoja 0,45 1 0,58 0,36 0,06 0,18 0,07 0,04 0,27
ZN Hoja 0,46 0,13 1 0,04 0,04 0,24 0,07 0,15 0,03
Pb tare -0,16 -0,22 0,5 1 0,46 0,01 0,26 0,4 0,11
CUraro -0,2 -0,45 -0,5 -0,18 1 0,57 0,14 0,12 0,26
ZNn tae  -0,35 -0,33 0,29 0,81 -0,14 1 0,53 0,66 0,65
Pb raiz 0,43 0,43 0,43 0,28 -0,35 0,15 1 0,004 0,005

CURa; 0,46 0,49 0,35 0,21 -0,38  -0,11 0,7 1 0,002
ZN raiz 0,35 0,27 0,51 0,38 -0,28 0,11 0,69 0,76 1
Bidens pilosa

Pb Hoja Cu Hoja Zn Hoja Pb Tallo Cu Tallo Zn Tallo Pb Raiz Cu Raiz Zn Raiz
PD Hoja 1 0,04 0,01 0,68 0,23 0,52 0,24 0,61 0,81

CUhoa 05 1 0,001 0,64 0,94 0,92 0,5 0,54 0,9
ZN Hoja 0,65 0,79 1 0,8 0,8 0,69 0,81 0,29 0,47
Pbtak 01 0,11 -0,06 1 0,03 0,01 0,52 0,23 0,69
CUTare 0,29 0,02 -0,06 0,52 1 0,001 0,01 0,53 0,76
ZNn tao 0,16 -0,02 -0,1 0,66 0,8 1 0,01 0,32 0,53

Pb raiz -0,29 0,16 0,06 -0,16 -0,6 -0,63 1 0,48 0,84
Cugrs; -012 -015 -025 -029 -0,15 -0,24 0,17 1 0,003
Zn raiz; 0,06 -0,03  -0,17 -0,1 -0,08 -0,15 0,05 0,72 1

Los valores sobre la diagonal indican los valores de p para cada cruce, indicandose en verde los
significativos. Los valores bajo la diagonal indican los coeficientes de correlacion de Spearman,
indicandose en verde los que presentaron un valor de p significativo y en naranja los que tuvieron un
valor muy préximo a la significancia estadistica.

Los microorganismos de suelo del sitio 5, inoculados en suelo del sitio 2, causaron una
reduccion en la translocacion de Cu y Zn de ambas especies pero no alteraron el factor de
translocacion de Pb (Tabla 5.1.). Estos resultados sugieren que los microorganismos del
suelo influenciaron las tasas de extraccion de Pb por parte de las especies estudiadas sin

actuar directamente sobre las rutas de ingreso del contaminante a la planta. Es posible que
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los microorganismos del suelo modifiquen la solubilidad y movilidad, asi como la especie
quimica en la que se encuentran los metales esenciales, tanto para ellos como para las
plantas, o aln promuevan su incorporacion en estas Ultimas y que esto promueva el ingreso

del Pb a las plantas a través de alguna de las vias por las que ingresan Zn o Cu.

Tabla 5.3. Regresiones lineales multiples que vinculan las variables Cuy Zn con
Pb en la acumulacion de Pb por Tagetes minuta y Bidens pilosa.

Modelo R? P
Bidens pilosa
Pb Hoja 8,39*** + 0,25*** .CU Hoja— 0,07**.ZN Hoja — 0,01*.CU Talto 0,73 **
Pb Tailo 34,16*** + 3,73** FT Cu — 0,26**.Zn poja + 0,42*.CU Hoja 0,68 *
Tagetes minuta
Pb Hoja -67,2*%* + 1,83***.Zn yoja + 0,61*.CU Hoja 0,73  **
Pb Tailo 16,85** + 0,24***.Zn 1410 + 0,08*.ZN Rrai; 0,96 ***
EXtPD poja - 7,37%* + 0,2***.Zn pyoja + 0,07*.CU oja 0,71  ***
Ext Pb qao  7,58*** + 0,05***.Zn 4110 -0,04*. CU Hoja — 0,26. CU Talio 0,97  ***

Niveles de significancia estadistica * = p<0,05; ** = p <0,01; *** = p <0,001. El simbolo del elemento
seguido de un subindice corresponde a las variables de concentracion de ese elemento en el 6rgano del
subindice. FT = factor de translocacién. Ext = Extraccion por planta.

5.5. Conclusiones

Los resultados del experimento disefado para estudiar el efecto de los
microorganismos de los suelos de Bouwer sobre la extraccion de Pb por parte de las
especies estudiadas presento interaccion con uno de los pasos metodologicos (esterilizacion
térmica del suelo). El tratamiento térmico del suelo introdujo modificaciones en el mismo

de manera que modificé la extraccion de Pb del suelo por parte de ambas especies.

La composicion de microorganismos del suelo influencid las tasas de extraccion de Pb
en T. minuta y B. pilosa si bien no modificd las rutas de ingreso del contaminante a la
planta (acumulacion concentrada en raices). Es posible que los efectos de los
microorganismos estén relacionados con cambios en la especiacion de los metales que son
elementos esenciales tanto para ellos como para las plantas, y que esto desencadene las

modificaciones observadas en el ingreso del Pb a las plantas.
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6. Capitulo VI.

Acumulacion de Pb en Bidens pilosa vy
Tagetes minuta cuando crecen en suelos
contaminados frente al agregado de Cu y
Zn.




Resumen

Existen numerosos antecedentes sobre fitorremediacion de suelos contaminados con
metales pesados como Cu, Zn, Cd, Ni, entre otros. En general es posible desarrollar
proyectos de fitoextraccion de dichos metales sin inducir forzadamente un aumento de la
eficiencia de las plantas acumuladoras. En el caso particular de suelos contaminados con
Pb, la bibliografia indica una imposibilidad generalizada en la translocacion de este
contaminante hacia la parte aérea de la mayoria de las plantas, debido fundamentalmente a
su toxicidad, lo cual dificulta la implementacion de metodologias para la fitoextraccion de
Pb de suelos contaminados. Es por eso que, cuando se trata de Pb, es necesario combinar
factores tanto del suelo como de la fisiologia de las plantas que aumenten
significativamente la translocacion del metal a los tejidos aéreos en las especies

seleccionadas.

Con el objetivo de ampliar el conocimiento sobre las condiciones del suelo y de las
especies vegetales que participan en la absorcion y translocacion de Pb en T. minuta y B.
pilosa, en experimentos anteriores (Capitulos IV y V) se evalud principalmente la
influencia de los microorganismos del suelo. Paralelamente, se observaron posibles
relaciones entre la absorcion y translocacion de Pb y otros metales: Zn y Cu (Capitulos Il y
V). En relacion a esto puede destacarse que existe abundante conocimiento sobre los
mecanismos utilizados para la absorcion de otros metales pesados presentes en suelos
contaminados, tales como Cd, Zn, Cu, Ni; pero los mecanismos por los cuales las plantas
incorporan Pb todavia no estan bien estudiados ni comprendidos. Algunos autores
informaron sobre fendmenos de competencia entre Pb y Ca, dando una posible explicacion
a las rutas de ingreso del Pb en plantas, pero es necesario que se evallen otras vias posibles,
ya que este mecanismo parece no ser especifico. Si la relacién entre Zn, Cu (elementos
esenciales) y Pb fuera determinante para la extraccién del contaminante, esto podria ser la
clave para la implementacion de metodologias para la fitoextraccién de Pb de suelos
contaminados. Es por ello que en este capitulo el objetivo de investigacion fue estudiar
experimentalmente la influencia del agregado de Zn y Cu a suelos contaminados con Pb a
fin de estudiar el efecto de estos metales sobre la extraccién de Pb por parte de B. pilosa y

T. minuta.
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Si bien no se logré incrementar la tasa de extraccion neta de Pb por parte de las
especies estudiadas al agregar Zn y Cu, se reafirmaron las asociaciones observadas
previamente entre estos elementos, lo que confirmaria una interdependencia de los mismos
en los mecanismos de captacion y translocacion de estos metales mediante los cuales las

plantas los incorporan y movilizan.

6.1. Introduccion

Existen numerosos antecedentes sobre fitorremediacion de suelos contaminados con
metales pesados como Cu, Zn, Cd, Ni, entre otros (Ahmed et al., 2012; Baltazar y
Surisadai, 2012). En general es posible desarrollar metodologias para la fitoextraccion de
dichos metales sin inducir forzadamente un aumento de la eficiencia en las plantas
acumuladoras (Ghosh y Singh, 2005), pero en el caso particular de suelos contaminados
con Pb, la bibliografia sefiala una imposibilidad generalizada en la translocacion de este
metal hacia la parte aérea de la mayoria de las especies estudiadas , lo cual dificulta la
implementacion de tecnologias basadas en la capacidad fitoextractora de plantas para
remediar suelos contaminados con Pb (Baker, 1981; Pourrut et al., 2011). Es por eso que,
cuando se trata de este metal se hace necesario combinar factores tanto del suelo como de
la fisiologia de las plantas que aumenten significativamente la translocacion del metal a los

tejidos aéreos en las especies seleccionadas.

Algunos estudios han reportado buenos resultados en la seleccion de especies mediante
el uso de los sitios contaminados como banco de genes tolerantes a ciertos metales y el
empleo de estas plantas en la fitorremediacion de suelos, practica que implica un impacto
de intervencién minimo (Becerril Soto et al., 2007). Sin embargo, la implementacién de
esta tecnologia presenta ciertas dificultades cuando se trata de contaminacion por Pb debido
a que la complejidad en su acumulacion por ser uno de los metales mas fitotoxicos, esta
lejos de ser comprendida y varios aspectos de su absorcién, translocacion y acumulacion
aun no tienen explicacion (Rascio y Navari-1zzo, 2011). Esos conocimientos serian muy
importantes para lograr incrementar la capacidad de las plantas para absorber y acumular el
metal, ya sea aumentando la produccion de biomasa o favoreciendo su acumulacién en

organos aéreos de la plantas sin que sus niveles supongan toxicidad. Otros de los aspectos a
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considerar son las interacciones del metal con la rizosfera, lo cual puede modificar su
biodisponibilidad, asi como los posibles fendmenos de competencia con otros iones
metalicos, lo que favoreceria su incorporacion en especies ya detectadas como

acumuladoras (Montes Botella, 2001).

En los Capitulos 1l y V se observaron asociaciones entre la captacion de Pb y los
metales Zn y Cu. En relacion a esto existe abundante conocimiento sobre los mecanismos
utilizados para la absorcién por plantas de metales tales como Cd, Zn, Cu, Ni cuando
crecen en suelos contaminados por éstos (Clemens et al., 2002). Sin embargo, la absorcion
y acumulacién de Pb por plantas no ha sido bien estudiada y sus mecanismos no han sido
descriptos (Pourrut et al., 2011). Para algunas especies se demostré6 un fendémeno de
competencia entre Pb y Ca fundamentalmente asociado a los sitios de ingreso y en los
transportadores del metal dentro de las plantas (Pourrut et al., 2008; Wang et al., 2007), sin
embargo, es necesario que se evallen otras vias posibles de ingreso del contaminante a la
planta ya que este fenomeno parece no ser especifico (Pourrut et al., 2011). En este
contexto y dados los resultados de capitulos anteriores, se plante6 como hipdtesis que la
relacion entre Zn, Cu y Pb es determinante para la extraccion de Pb por parte de las plantas.
Con lo cual se espera que al modificar las concentraciones de Cu y Zn en suelo,
manteniendo el contenido de Pb, las acumulacion y extraccion del contaminante por parte
de T. minuta y B. pilosa deberia verse alterada. De cumplirse dicha hipotesis, este
mecanismo podria ser la clave en el mejoramiento de la eficiencia de ciertas especies
acumuladoras de plomo, con lo cual podrian proponerse para su empleo en tecnologias de
fitoextraccion de Pb de suelos. Es por ello que en este capitulo el objetivo de investigacion
fue estudiar experimentalmente la influencia del agregado de Zn y Cu solubles a suelos
contaminados con Pb a fin de estudiar el efecto de estos metales sobre la extraccion de Pb

por parte de B. pilosay T. minuta.
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6.2.  Materiales y Métodos

6.2.1. Suelos

Los suelos utilizados en esta experiencia fueron obtenidos de las inmediaciones de la
exfundicion de Bouwer. El sitio de extraccion se describid en el Capitulo I como “5”. Sus
propiedades pueden observarse en la Tabla 2.1., y la acumulacion de Pb en las plantas que
crecen en él se presento en la Tabla 2.3.

Para su recoleccion se removieron manualmente la cobertura vegetal y los objetos
extrafios de la superficie. Utilizando pala de acero inoxidable se recolectd suelo superficial
(15 cm de profundidad), y se lo almacend en bolsas plasticas. El suelo recolectado fue

fraccionado en 3 partes iguales para obtener los siguientes tratamientos:

e Suelo del sitio 5. En adelante “Control”

e Suelo del sitio 5 enriquecido en Zn (hasta alcanzar una concentracion de 100
mg kg™ PS). En adelante “T-Zn”.

e Suelo del sitio 5 enriquecido en Cu (hasta alcanzar una concentracion de 100
mg kg® PS). En adelante “T-Cu”.

El enriquecimiento correspondiente a cada tratamiento se realizé dispersando la sal
correspondiente a cada elemento (Zn(NO3s), y CuSO,) en seco durante el tamizado a 2 mm
con posterior homogeneizacion en una mezcladora industrial. Con posterioridad se tomaron
3 muestras aleatorias de cada suelo a los que se afiadieron Zn y Cu y se determiné en las
mismas la concentracion de los metales afiadidos, constatdndose el nivel alcanzado y la

homogeneidad de la mezcla (89 + 12 mg kg™ para el T-Zny 106 + 8 mg kg™ para el T-Cu).

6.2.2. Material vegetal

Semillas de B. pilosa y T. minuta fueron recolectadas en el predio de la ex-fundicion de
Pb en la localidad de Bouwer. Las mismas se sometieron a un proceso de imbibicion en
agua corriente durante 24 horas. Las semillas ya imbibidas se esterilizaron con NaCIlO 1%

VIV mediante agitacion manual durante 10 min, luego fueron lavadas con agua destilada y
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se hicieron germinar en céapsulas de Petri sobre papel de filtro humedecidos con agua
destilada (4 dias en oscuridad).

6.2.3. Diseno experimental

Una vez que las plantulas tuvieron al menos un par de hojas verdaderas, se trasladaron
a macetas de 1,5 L. Cada tratamiento tuvo tres réplicas. La duracion del experimento fue de
65 dias desde el transplante como se establecio en el Capitulo 111. Una vez cumplido ese
plazo, las plantas fueron retiradas y se separaron los tres 6rganos: raiz, tallo y hojas, los que
fueron lavados con agua milli-Q y en el caso de las raices estas fueron sonicadas. Las
muestras fueron llevadas a estufa a 60 °C hasta obtener peso seco constante,
determinandose la biomasa seca total producida por planta y por organo. Luego las
muestras fueron trituradas con molinillo de acero inoxidable y se conservaron en bolsas

plasticas herméticas hasta su posterior anélisis.

6.2.4. Determinacion de la concentracion de metales pesados
en drganos vegetales

La concentraciones de Pb, Zn y Cu en los 6rganos de las plantas se determinaron de
acuerdo a Wannaz et al. (2011). Para esto, se tom6 1 g PS de las muestras trituradas de
raices, tallos y hojas de Tagetes minuta y Bidens pilosa correspondientes a cada tratamiento
para el andlisis de los metales por Fluorescencia de Rayos X-Reflexion Toltal (TXRF)
usando radiacion de sincrotron. EI material vegetal fue reducido a cenizas en mufla a 450
°C por 4 h, a las que se agregaron luego 3 mL de HNOj3 calidad analitica a 25 + 2 °C. El
residuo sélido se separd por centrifugacion, y se ajustd el volumen del sobrenadante a 5 mL
con agua Milli-Q. Después, se afiadieron 10 ppm de una solucion de Ga como estandar
interno. Se tomaron alicuotas de 5 uL de esta solucién y se las secd sobre un soporte de
acrilico. Se prepararon soluciones estandar con concentraciones conocidas de Cu*?, Pb* y
Zn*? (también con Ga como patrén interno) para la calibracion del sistema. Las muestras
fueron medidas durante 200 s, utilizando la configuracion de reflexién total montada en la
linea de luz de fluorescencia de rayos X del Laboratorio Nacional de Luz Sincrotrdn

(LNLS), Campinas, SP, Brasil. Para ello, un haz policromético de aproximadamente 5 mm

160



de ancho y 0,1 mm de altura se utilizé para la excitacion. Para la deteccion de rayos X, se
utilizé un detector de Si (Li) con una resolucion de energia de 165 eV a 5,9 keV.

6.2.5. Control de calidad

Como control de calidad se utilizaron blancos y materiales certificados. Los mismos
fueron preparados de la misma manera que las muestras. El material certificado utilizado
fue "CTA-OTL-1" (hojas de tabaco oriental, Instituto de Quimica y Tecnologia Nuclear,
OIEA). Los porcentajes de recuperacion para el material certificado vegetal fueron de 86 +
7% para Pb, 81 + 3 % para Cu, 84 + 3 % para Co, 86 = 5 % para Ni, 86 + 8 % para Fe, 85 +
2 % para Zn, y 84 + 3 % para Mn, estos son porcentajes promedio y sus desvios estandar
expresados con respecto al valor declarado y teniendo en cuenta todas las determinaciones
realizadas por TXRF en dicho material a lo largo de la tesis completa. Se encontré que los

coeficientes de variacion de los analisis entre replicados fueron inferiores al 10%.

6.2.6. Analisis de datos

6.2.6.1. Analisis estadisticos

Se utilizdé la prueba de Shapiro-Wilks para evaluar la distribucion normal de los
resultados. No se encontraron datos con distribucion no normal. Se utilizd Infostat /E
acoplado a R para realizar un analisis de varianza (ANOVA). Cada vez que el ANOVA
indico efectos significativos (p<0,05), se llevd a cabo una comparacion por pares de medias
mediante la prueba de Tukey. También se realizaron regresiones lineales simples y

multiples (modelo stepwise).

6.2.6.2.  Factores de translocacion y fitoextraccion de plomo

Se calcul6 el factor de translocacion desde raiz a parte aérea (FT R-A), utilizando la
relacion de la concentracion de Pb en raices y parte aérea [FT R-A= Cugreal Craiz ] (BU-
Olayan y Thomas, 2009). Para obtener el valor de extraccion total de plomo por 6rgano y
por planta se multiplicé la concentracion de Pb encontrada en cada érgano por la biomasa
seca producida por planta en ese érgano. Para obtener la concentracion de Pb en la parte

aérea, la concentracion cuantificada para las hojas y tallos se multiplicé por la biomasa total
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seca de cada 6rgano y se sumaron entre si; esta suma se dividié por la biomasa total de los

drganos aéreos:
Caérea = (BiOMhoja X Choja + BioMuaiio X Cailo) / (BiOMhoja + BioMuaio)

Donde C es concentracion de Pb en el o6rgano indicado en el subindice que
corresponda, y BioM es la biomasa seca producida en el érgano indicado en el subindice

que corresponda.

6.3. Resultados

6.3.1. Biomasa

Los resultados de la produccion de biomasa por planta y por 6rgano en cada especie se
muestran en la Figura 6.1. El agregado de Zn o de Cu en el suelo no tuvo efecto alguno
sobre la cantidad de biomasa producida por érgano y por planta de T. minuta. Sin embargo,
el agregado de Cu en suelo produjo un incremento estadisticamente significativo de la
biomasa aérea (tallo y hojas) en B. pilosa, aunque no sobre la biomasa de la raiz. El

agregado de Zn no tuvo efecto alguno sobre la produccion de biomasa en esta especie.

En cuanto a la distribucion de la biomasa entre los distintos érganos, ambas especies
producen mayor cantidad de biomasa aérea que radical. Bidens pilosa presentd mayor
cantidad de biomasa en el follaje que en el tallo, mientras que Tagetes minuta a la inversa.
Por otro lado la biomasa producida por planta para B. pilosa fue significativamente superior

a la producida por T. minuta.
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Figura 6.1. Efecto del agregado de Zn y Cu a los suelos contaminados con Pb sobre la
biomasa por planta y por 6rgano en Tagetes minuta y Bidens pilosa.
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Niveles de significancia: ns, no significativo, * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001. Letras diferentes
indican diferencias significativas. Los colores de las letras indican el 6rgano vegetal al que corresponde
el analisis.

6.3.2. Concentraciéon de Pb, Zn y Cu en los 6rganos vegetales

En la Figura 6.2. se presentan las concentraciones de Pb (A), Cu (B) y Zn (C) en raiz,
tallo y hojas de Tagetes minuta y Bidens pilosa cuando crecen en suelos contaminados con
Pb sin ningun tratamiento (Control), con el agregado de 100 mg kg™ de Cu (T-Cu) o con el
agregado de 100 mg kg™ de Zn (T-Zn).

Las concentraciones de Pb (Figura 6.2.A) en los érganos vegetales de ambas especies
no mostraron diferencias significativas entre los tratamientos, no obstante el agregado de
Cu y Zn incremento la variabilidad de estos resultados. Puede observarse una tendencia de
incremento de Pb en raices y tallos de T. minuta y en tallos de B. pilosa cuando el suelo es

enriquecido con Zn.

163



Figura 6.2. Concentraciones de Pb (A), Cu (B) y Zn (C) en raiz, tallo y hojas de
Tagetes minuta y Bidens pilosa cuando crecen en suelos contaminados con Pb sin
tratamiento (Control), con el agregado de 100 mg kg™ de Cu (T-Cu) 0 Zn (T-Zn).
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el analisis.
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Figura 6.2. (Continuacion). Concentraciones de Pb (A), Cu (B) y Zn (C) en raiz,
tallo y hojas de Tagetes minuta y Bidens pilosa cuando crecen en suelos contaminados
con Pb sin tratamiento (Control), con el agregado de 100 mg kg™ de Cu (T-Cu) o Zn
(T-Zn).
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Niveles de significancia: ns, no significativo, * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001. Letras diferentes
indican diferencias significativas. Los colores de las letras indican el 6rgano vegetal al que corresponde
el analisis.

Las concentraciones de Cu (Figura 6.2.B) en los 6rganos vegetales de ambas especies
no mostraron diferencias significativas entre los tratamientos dados los grandes desvios

encontrados. No obstante pueden analizarse algunas tendencias llamativas. El agregado de
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Cu al suelo no incrementd las concentraciones de este mismo metal en 6rganos de T.
minuta, pero si lo hizo el agregado de Zn. En el caso de B. pilosa, el agregado de Cu al
suelo disminuyd el contenido de éste en las hojas, en la misma medida en que aumentd el
contenido en tallos, lo que estaria sugiriendo que al haber un exceso de Cu en suelo, su
translocacion de tallo a hojas se ve reducida. Al agregar Zn al suelo, las concentraciones de

Cu en tallos aumentan sin modificarse la translocacion a las hojas.

Las concentraciones de Zn (Figura 6.2.C) en todos los 6rganos de T. minuta se vieron
incrementadas significativamente por el agregado de Zn al suelo y no fueron afectadas por
el agregado de Cu. En B. pilosa esta tendencia fue clara solo para la concentracion de Zn en
tallos.

A fin de analizar la relacion entre la concentracion de Pb, Zny Cu en los 6rganos de
las plantas de las dos especies se realizd un anélisis de correlacion de Spearman. Los

resultados obtenidos se muestran en la Tabla 6.1.

Los resultados de los analisis de correlacion muestran que la acumulacion de Pb en
hojas de Bidens pilosa presenta sinergia con la de Cu y Zn en este érgano. En Tagetes
minuta, cuando Cu se acumula en el tallo, es decir que no ingresa a la hoja, el contenido de
Pb en las hojas disminuye, lo que indicaria que la translocacion de Pb esta ligada a la de
este metal esencial. En cuanto a la concentracion de Pb en los tallos de ambas especies se
encontré que la misma se ve incrementada por la presencia de Zn en la hoja, sefialando
nuevamente un fendmeno de sinergismo. En B. pilosa, el contenido de Pb en raices mostré

una correlacion positiva con la concentracion Zn en raices.
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Tabla 6.1. Coeficientes de correlacion de Spearman (bajo la diagonal) y sus
valores de probabilidad (sobre la diagonal) entre el contenido de Pb, Zny Cu en los
drganos vegetales de Bidens pilosa y Tagetes minuta.

Tagetes minuta

Pboja CUHoja ZNHoja PP 1ae CUtale ZNt1aie PP raiz CUraiz Zn Raiz

Pb Hoja 1 0,54 0,85 0,92 0,03 0,96 0,51 0,74 0,74
CU Hoja 0,22 1 0,92 0,54 0,93 0,57 0,09 0,17 0,24
ZN Hoja -0,07 0,03 1 0,02 0,35 0,11 0,08 0,02 0,05
Pb Tailo -0,03 0,22 0,8 1 0,16 0,03 0,04 0,06 0,03
CU Taiio -0,71  -0,03 0,36 0,51 1 0,2 0,97 0,51 0,54
Zntao 002 02 057 075 047 1 019 005 0,03
Pbriz 023 06 062 073 002 047 1 007 008
Cumiz 012 048 08 067 025 068 063 1 001
Znmi 012 042 068 075 024 078 062 088 1

Bidens pilosa
Columnal Pb Hoja Cu Hoja Zn Hoja Pbrao CUTale ZNtae Pbraiz CURraiz ZNn Raiz
Pb Hoja 1 0,01 0,03 0,1 0,35 0,67 0,71 0,14 0,71

CU Hoja 0,98 1 0,02 0,09 0,51 0,78 064 0,17 0,85
ZN Hoja 0,78 0,83 1 0,02 0,71 0,26 0,74 0,4 0,48
PD Tailo 0,58 0,6 0,82 1 0,35 0,16 0,71 0,22 0,96
CU Taio -0,33 -0,23 0,13 0,33 1 026 092 0,54 0,54
ZN Tallo -0,15 -01 0,4 0,5 0,4 1 0,42 0,89 0,42
Pb Raiz -0,13 -0,17 0,12 0,13 0,03 0,28 1 0,05 0,03
CU Rraiz -0,52 -048 -03 -043 0,22 -0,05 0,7 1 0,02
ZN Raiz -0,13 -0,0r 0,25 -0,02 0,22 028 0,77 0,82 1

Con el proposito de entender mejor la relacién entre la acumulacion y translocacion de
Pb, Zn y Cu en la dos especies, se realizaron regresiones lineales multiples. Como el
mayor interés desde la perspectiva de la fitoextraccién de plomo es la concentracion del
contaminante en hojas y en tallos ya que ambos son facilmente cosechables, estas fueron
las variables dependientes en las regresiones. Los resultados obtenidos se muestran en la
Tabla 6.2.

Los resultados de los andlisis de regresion muestran que la acumulacion de Pb en hojas
de las dos especies presenta sinergia con la de Cu y Zn en este dérgano. En las mismas,
cuando Cu y Zn se acumulan en el tallo el contenido de Pb en las hojas disminuye, lo que
indicaria que la translocacién de Pb esta ligada a la de estos dos metales esenciales. En

cuanto a la concentracion de Pb en los tallos de ambas especies se encontrd que la misma se
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ve incrementada por la presencia en el mismo dérgano tanto de Cu como de Zn para B.
pilosa, y de Zn para T. minuta, sefialando nuevamente un fenémeno de sinergismo.
Tabla 6.2. Resultados del andlisis de regresion lineal multiple para la

concentracion de Pb en hojas y relacion entre el contenido de Pb, Zn y Cu en los
drganos vegetales de Bidens pilosa y Tagetes minuta.

Especie Variable Modelo R’ N
Tagetes minuta  Pbygja 3,887-0,05"".Curaiio + 0,07 ZNkoja 088" 9
Pbraiio 337 +0,447.Znvan0 0,887 9

Bidens pilosa  Pbyoja 0,18".CUHoja*t0,04".ZNpgja - 0,02°CUrae 0,997 9

Porare 0,497 .ZN7a0+0,82" .ClUnoja- 0,24 .ZNoja 0,99 9

General PbHoja 0,12 .CUHOja+O,8601*.éEEOJ:a - 0,03 .CUTallo — 0,96*** 18
1 . alz
Pbraiio 217 + 0,277 . ZN1an0 + 0,03".PbRraiy 085" 18

Niveles de significancia: ns, no significativo, * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001.

6.3.3. Factor de Translocacion

En la Figura 6.3. se presentan los resultados de los factores de translocacion de Pb, Zn
y Cu calculados para las dos especies estudiadas. EI FT de Pb en T. minuta (Fig. 6.3. A) no
presentd diferencias significativas entre los tratamientos, aunque puede apreciarse una
tendencia de disminucion de éste cuando se agreg6 Zn al suelo y un ligero incremento (no
significativo) con el agregado de Cu. Los FT para Zny Cu en esta especie mostraron
valores muy bajos por tratarse de micronutrientes, posiblemente debido a la presencia de
altos niveles de Pb en el suelo. El agregado de Cu produjo una disminucién de los FT de Zn
y del mismo elemento, Cu. Por otra parte, el agregado de Zn disminuy6 mas fuertemente el

FT de Cu mientras que no afectd su propio FT.

El agregado de Cu y Zn al suelo no produjo efectos estadisticamente significativos
sobre los FT de Zn y Pb calculados para B. pilosa (Fig 6.3.B), no obstante puede apreciarse
una tendencia de disminucion en la translocacién, la que se repite para los tres elementos
cuando se agrega Cu al suelo. Esta especie no se mostrd, en este caso, como una eficaz

translocadora de Pb ya que FT<1. Los otros dos elementos si fueron translocados
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eficientemente lo que era esperable por su condicion de micronutrientes, por tanto

esenciales para las funciones vitales de la planta.

En la Tabla 6.3. se presentan los coeficientes de correlacion de Spearman para los FT
de Pb, Zn y Cu calculados en ambas especies. Para Tagetes minuta s6lo correlacionaron
significativamente los FT de Cu y Pb, haciéndolo de manera positiva con un coeficiente de
0,78. En Bidens pilosa las correlaciones entre los factores de translocacion para los tres
metales fueron estadisticamente significativas (p<0,05), y positivas con coeficientes
cercanos a 0,8. Es decir que mientras mas se translocd un elemento, mas se translocaron los
otros. En la Figura 6.3.B puede apreciarse que en esta especie la respuesta de los FT para

los tres elementos era similar.

Tabla 6.3. Coeficientes de correlacion de Spearman (bajo la diagonal) y sus
probabilidades (sobre la diagonal) entre los FT de Pb, Cu y Zn para Bidens pilosa y
Tagetes minuta.

Tagetes minuta Bidens pilosa
FTPb FTZn FTCu FTPb FTZn FTCu
FT Pb 1 0,42 0,03 1 0,03 0,01
FT Zn -0,28 1 0,71 0,78 1 0,02
FT Cu 0,78 0,13 1 0,87 0,8 1
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Figura 6.3. Efecto del agregado de Zn y Cu a suelos contaminados con Pb sobre los FT
de Pb, Cuy Zn de A) Tagetes minuta y B) Bidens pilosa.
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Niveles de significancia: ns, no significativo, * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001. Letras diferentes
indican diferencias significativas. Los colores de las letras indican el elemento.

6.3.4. Extraccion de plomo por planta y por organo

En la Figura 6.4. se muestran los resultados para la extraccion de Pb por planta y por

6rgano en ambas especies después de haber sido cultivadas en suelos enriquecidos con Cu y
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Zn, ademas de contaminados por Pb. Debido a que se encontraron grandes desvios, no fue
posible detectar diferencias estadisticamente significativas en la mayoria de los anlisis de
la varianza. Aun asi, se observo que el agregado de Zn en suelo produjo un incremento
significativo de la extraccion de Pb por planta en T. minuta, lo que lleva a postular una
sinergia en la incorporacion de ambos metales en esta especie. EI mayor aumento en la
absorcion se encontrd en la raiz, y las concentraciones mostraron diferencias significativas
entre tratamientos. Este patron no fue el observado en B. pilosa. La extraccion neta de Pb
por planta en esta especie, no presentd diferencias estadisticamente significativas, y la
tendencia encontrada parece indicar una limitacion de la extraccion de Pb debida al
agregado de Zn y Cu al suelo. Del mismo modo que para T. minuta, este efecto fue mas
evidente en raiz.

Figura 6.4. Efecto del agregado de Zn y Cu en suelo sobre la extraccion total de Pb
por planta y organo de Tagetes minuta y Bidens pilosa.
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Niveles de significancia: ns, no significativo, * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001. Letras diferentes
indican diferencias significativas. Los colores de las letras indican el érgano vegetal al que corresponde
el analisis.

La extraccion total de Pb por planta en suelos Control, es decir sin el agregado de Cu y
Zn, fue superior en Bidens pilosa. No obstante, el agregado de estos metales tuvo un efecto

negativo en la eficiencia de esta especie y los resultados encontrados en este capitulo para
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las tasas de extraccion de Pb, fueron inferiores a los encontrados en los experimentos

realizados con anterioridad (Capitulos 111 a V).

6.4. Discusion

A diferencia de lo observado en los resultados de experimentos anteriores, ante el
agregado de Cu y Zn, las especies se comportaron de manera marcadamente diferente entre
si. Bidens pilosa desarrollé6 mayor biomasa debido al agregado de Cu, al mismo tiempo que
acumulé menos Cu, Pb y Zn en tejidos aéreos, resultado que se constata al calcular los FT y
la extraccion total de Pb por planta. La extraccién neta no se vio afectada por los
tratamientos en términos de significancia estadistica, aunque se encontré una asociacion
positiva entre la translocacion desde la raiz a la parte aérea para los tres metales. Esto
podria indicar que Pb, Zn y Cu son translocados por los mismos mecanismos o vias. Lo que
es mas, si el Cu se acumula en el tallo y no se transloca a la hoja, tampoco lo hace el Pb. El
aumento en el contenido de Zn en cualquier parte de la planta estimuld la absorcion y
translocacion de Pb en la misma. Resulta contradictorio que el aumento de Cu y Zn en
suelos produzca una disminucion de la extraccion de Pb (tendencia que ya habia sido
observada a campo y que fue reportada en el Capitulo II), al mismo tiempo que la

acumulacion de estos metales por la planta cause el efecto contrario.

Esta respuesta no esperada, podria estar relacionada con la toxicidad de estos elementos
esenciales cuando son incorporados por las plantas por encima de sus necesidades
fisologicas; donde, segln sus concentraciones, provocarian alteraciones metabdlicas en las
especies menos tolerantes. Los niveles de toxicidad para ellos son muy variables de una
especie vegetal a otra, si bien se puede considerar que en la mayoria se encuentran entre
200 y 300 pg Zn g' PS y entre 15 y 20 ug Cu g ' PS (Péhlsson, 1989). Estas
concentraciones fueron ampliamente superadas en este estudio, fundamentalmente las de
Cu. En principio, el exceso de Cu y Zn en el suelo podria causar una respuesta en las raices
de B. pilosa, y luego sus efectos podrian propagarse al resto de la planta. A fin de evaluar
cuél era el factor mas importante se realiz6 una regresion multiple incluyendo como
variables regresoras las concentraciones de los tres elementos en los tres Organos,

utilizando el modelo “Stepwise” como selector de variables, los resultados son consistentes
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con lo encontrado en las correlaciones. Para B. pilosa, el modelo finalmente arrojé una
Unica variable de peso: concentracion de Zn en raiz, la que determind la extraccion total de
Pb por planta con un coeficiente de regresion corregido significativo (p<0,001) de 0,89.
Esta relacion indica que a mayor contenido de Zn en raices, fue mayor la extraccion total de
Pb por planta, es decir que los resultados muestran una relacion sinérgica entre estos
metales una vez que han ingresado a la planta, aunque este comportamiento no se observa
cuando los niveles de Zn aumentan en suelo. Esto rechazaria la hipdtesis planteada en el
Capitulo 11, la cual relacionaba la falta de disponibilidad de Cu 0 Zn como causal de la
acumulacion de Pb. La bibliografia informa sobre estudios de interaccion entre metales que
son micronutrientes, como Cu y Zn, para los cuales se ha encontrado que en algunas
especies y situaciones puede ser antagonica (Kabata Pendias y Pendias, 1984) y en otras
sinérgica (Luo y Rimmer, 1995; Yoon et al., 2006). En el presente estudio la correlacion
positiva entre la translocacion de Zn y Cu indica una interaccion sinérgica de ambos en B.
pilosa. Con respecto a Pb, los estudios son escasos y con resultados no muy claros, Kabata
Pendias y Pendias (1984) y Yoon et al. (2006) proponen que la interaccion entre Pb y Zn
posiblemente sea antagonista. Para B. pilosa los resultados parecen confirmar este
antagonismo solo en el enriquecimiento del suelo con Zn, mostrando que este es un
elemento disparador de cambios metabolicos en esta especie, mientras que el agregado de
Cu al suelo no desencadend una respuesta marcada en la incorporacion y translocacion de
los otros elementos, aunque si es un micronutriente de importancia para la especie ya que

incremento6 la biomasa.

Por su parte, T. minuta no mostré cambios en la produccion de biomasa como
respuesta a los tratamientos. No obstante, el agregado de Zn en suelos aument6 la
concentracion de Pb en raices y tallos, aunque al mismo tiempo redujo el FT de Pb. La
extraccion total de plomo por planta se vio fuertemente incrementada; aunque se vio
reducido el factor de translocacion, el cual determin6 que la extraccién estuviese localizada
principalmente en la raiz. De todos modos las regresiones multiples y las correlaciones
mostraron que Pb se moviliza junto con Zn (Tabla 6.1.) y Cu (Tabla 6.2.). Los resultados
para la regresién maltiple con seleccion de variables en esta especie, mostraron una Unica
variable de peso (concentracién de Cu en raiz), la que determiné la extraccion total de Pb

por planta con un coeficiente de regresion significativo (p<0,001) de 0,98. Esta relacion
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muestra que a mayor contenido de Cu en raices, mayor extraccion total de Pb por planta

(mayoritariamente en raices).

Los experimentos realizados en este estudio no permitieron aumentar los valores de
extraccion de Pb por T. minuta y B. pilosa como para proponer su empleo en proyectos de
fitorremediacion de suelos contaminados con plomo. No obstante, aportaron conocimientos
sobre la interaccion de metales presentes en los suelos con Pb y analizar fendmenos de
sinergia o antagonismo, los que no habian sido estudiados hasta el momento. La
incorporacion de Zn y Cu en las plantas parece ser un hecho muy importante en la
acumulacion y translocacion de Pb, y si bien existen antecedentes previos sobre la
incorporacion de estos elementos debido a que son micronutrientes, no existe informacion
sobre la influencia que estos tienen sobre la incorporacion y acumulacion de Pb, un
elemento toxico para la mayoria de las especies vegetales. Nuestros resultados muestran la
sinergia en la acumulacion de Pb con Zn, o de Pb con Cu, segun la especie, lo que
permitiria emplear este conocimiento a fin de mejorar las condiciones de cultivo y
potenciar la capacidad fitoextractora de Pb en T. minuta y B. pilosa cuando se usen para
remediar suelos contaminados. Por ejemplo, estd documentado que la presencia conjunta de
un exceso de Cu y Zn en suelos potencia la toxicidad de ambos por separado, reduciendo la
produccién de biomasa y la incorporacion de metales como Fe y Mn (Luo y Rimmer,
1995). Esto, junto con los resultados obtenidos en este trabajo, indicaria que el
enriquecimiento en Zn en forma de Zn*? podria ser empleado con esta finalidad (Knight et
al., 1998).

6.5. Conclusiones

En este capitulo se estudié el efecto de la competencia a nivel suelo y planta entre Pb,
Cu vy Zn. El agregado de Zn al suelo mostré un mayor efecto en la acumulacion de Pb de
ambas especies, habiéndose detectado una posible sinergia entre ambos metales en las dos
especies. En términos de extraccion total de Pb por planta, s6lo se observé un incremento
en T. minuta cuando se agregé Zn al suelo, aunque el Pb incorporado se alojé

preferentemente en la raiz.
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7. Capitulo VII.

Efecto de la aplicacion de auxinas sobre
la eficiencia fitoextractora de plomo en
Tagetes minuta y Bidens pilosa.




Resumen

La principal barrera contra el ingreso de Pb a la planta reside en la raiz, méas
especificamente en la banda de Caspary. Esto presupone que el metal ingresa al cortex
radical pero no al cilindro central donde esta el xilema, evitandose asi la translocacién a la
parte aérea en la mayoria de las especies. Las partes mas jovenes de la raiz, cercanas al
meristema, no presentan un completo desarrollo de la banda de Caspary y por estar en
proceso de elongacion sus paredes celulares son mas delgadas que las del resto de la raiz.
De este modo el ingreso de Pb por estos sectores de la raiz se encuentra facilitado. No
obstante, uno de los principales efectos fitotoxicos del Pb es la reduccién en el crecimiento
de la raiz como asi también su suberificacion. Estos dos efectos tienden a evitar el ingreso
de Pb en la planta. En este contexto se sugiere que el uso de metodologias que incrementen
la velocidad de crecimiento de las raices, puede ser muy importante en la fitorremediacion

de suelos contaminados con metales pesados.

En este capitulo el objetivo fue evaluar el efecto del agregado de auxinas (hormonas de
crecimiento vegetal) sobre la extraccion de Pb por parte de Bidens pilosa y Tagetes minuta
cuando crecen en suelos con concentraciones crecientes de Pb. Se observo que las especies
estudiadas son receptivas a la aplicacion de auxinas, y que los efectos esperados se
cumplieron en los suelos Control. No obstante, el efecto toxico del Pb no pudo ser
compensado con este tratamiento hormonal, habiéndose encontrado que las tasas de
extraccion neta de plomo en estas especies no fueron afectadas por el uso de auxinas. Por
otra parte, se encontraron asociaciones importantes entre el uso de auxinas, la liberacion de
exudados por parte de las plantas y la capacidad extractiva de plomo que presentan los

mismos.

7.1. Introduccion

La remediacion de suelos contaminados con Pb utilizando la tecnologia de
fitoextraccién es un objetivo que no ha sido alcanzado hasta el momento a nivel global pese
al esfuerzo de numerosas investigaciones cientificas. La bibliografia indica una

imposibilidad generalizada en la translocacion de este contaminante hacia la parte aérea de
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la mayoria de las plantas, siendo esto la mayor dificultad a sortear para la implementacion
de la fitoextraccion de Pb (Baker, 1981; Pourrut et al., 2011). En este contexto, la principal
barrera bioldgica contra el ingreso de Pb a la planta reside en la raiz, mas especificamente
en la banda de Caspary (Pourrut y col, 2011). Esto presupone que el metal ingresa al cortex
radical pero no al cilindro central donde esté el xilema, evitandose asi la translocacién a la
parte aérea. Las partes mas jovenes de la raiz, cercanas al meristema, no presentan un
completo desarrollo de la banda de Caspary y por estar en proceso de elongacion sus
paredes celulares son mas delgadas que las del resto de la raiz. De este modo el ingreso de
Pb a la planta se encuentra facilitado o presenta un menor impedimento en estos sectores de
la raiz (Seregin y Ivanov, 1997). No obstante, uno de los principales efectos fitotoxicos del
Pb es la reduccion del crecimiento de la raiz como asi también su suberificacion. Estos dos
efectos tienden a reprimir el ingreso de Pb en las plantas (Gleeson, 2007). En el marco de
esta problematica, Liphadzi et al. (2006) sugieren el uso de metodologias que produzcan
un mayor crecimiento de las raices, un aspecto que seria muy importante en la
fitorremediacion de suelos contaminados con metales pesados. De esta manera, estos
autores demostraron que el uso de auxinas incrementa la extraccion de Pb de suelos
contaminados por la especie Helianthus annuus. No obstante, estos resultados no se
observaron en otras especies. En general, los estudios sobre el posible efecto de la
aplicacion de fitohormonas para aumentar la capacidad fitoextractora estan acotados a
determinadas condiciones experimentales (Barbafieri y Tassi, 2011). En este capitulo se
propuso como hipotesis que las fitohormonas con efecto inductor o promotor del
crecimiento pueden favorecer la tasa de extraccion neta de Pb por parte de las especies
estudiadas mediante un aumento de su biomasa y mediante una reduccion de los efectos
fitotoxicos del metal. Asi, al adicionar auxinas como tratamiento se esperé encontrar una

mayor biomasa vegetal y extraccion neta de Pb.

El objetivo del presente capitulo fue evaluar el efecto del agregado de auxinas
(hormonas de crecimiento vegetal) sobre la extraccion de Pb por Bidens pilosa y Tagetes

minuta cuando crecen en suelos con concentraciones crecientes de Pb.
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7.2.  Materiales y Métodos

7.2.1. Suelos

Los suelos utilizados en esta experiencia fueron obtenidos de las inmediaciones de la
fundicion de Bouwer, en sitios muy préximos al predio donde ésta funciond. Estos
correspondieron a los denominados y descriptos en el Capitulo II como “5” y “2”; también
se recolectaron suelos en el sitio denominado y descripto en el Capitulo I como “Control
Interno™. Las propiedades de los tres suelos utilizados pueden observarse en las Tablas 1.1.,
1.2.,y 2.1., y laacumulacion de Pb en las especies de plantas que crecian en él se presento
en la Tabla 2.3.

Para su recoleccion se removieron manualmente la cobertura vegetal y los objetos
extrafios de la superficie. Utilizando pala de acero inoxidable se recolectd suelo superficial
(15 cm de profundidad), y se lo almacend en bolsas plasticas. El suelo recolectado en cada
sitio fue fraccionado en 2 partes iguales a fin de representar las siguientes condiciones en

los tratamientos:

e Suelo del sitio 2, el cual se caracteriza por una elevada concentracion de Pb (2722
mg kg™ PS en la fraccién pseudototal y 2429 mg kg™ PS en la fraccion extraible con HCI
0,5M). En adelante “Alta”.

e Suelo del sitio 2 con Auxinas. En adelante “Alta con Auxinas”.

e Suelo del sitio 5, el cual se caracteriza por una concentracion considerada
intermedia de Pb (1187 mg kg™ PS en la fraccion pseudototal y 1497 mg kg™ PS en la
fraccion extraible con HCI 0,5M). En adelante “Media”.

e Suelo del sitio 5 con Auxinas. En adelante “Media con auxinas™.

e Suelo del sitio Control, el cual presenta valores bajos de Pb (naturales en ese tipo de
suelo) que rondan los 9,9 mg kg™ PS en la fraccién pseudototal y 9,1 mg kg™ PS en la
fraccion extraible con HCI 0,5M. En adelante “Control”.

e Suelo del sitio Control con Auxinas. En adelante “Control con Auxinas”.
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7.2.2. Material vegetal

Semillas de B. pilosa y T. minuta fueron recolectadas en el predio donde oper6 una
fundicion de Pb en la localidad de Bouwer. Las mismas se sometieron a un proceso de
imbibicion en agua corriente durante 24 horas. Las semillas ya imbibidas fueron
esterilizadas con NaClO 1% V/V mediante agitaciébn manual durante 10 min, luego se
lavaron con agua destilada y fueron germinadas en capsulas de Petri sobre papel de filtro

humedecido con agua destilada (4 dias en oscuridad).

7.2.3. Disefio experimental

Una vez que las plantulas tuvieron al menos un par de hojas verdaderas, se trasladaron
a macetas tipo parcela de 15 L de capacidad. Se colocaron 24 plantas en cada maceta y la
duracion del experimento fue de 12 semanas. Se midio la altura de cada planta y el nimero
de nudos semanalmente. La aplicacion de auxinas, &cido indol-3-acético (IAA), se realizd
en suelo y sobre las hojas segun Liphadzi et al. (2006). Se realizaron 3 aplicaciones: a la
sexta, octava y décima semana de cultivo de las plantas. Una vez completada la
decimosegunda semana se realizé la cosecha, que tuvo lugar en dos fases. En una primera
fase se extrajeron cuidadosamente 6 plantas completas de cada parcela. Las mismas fueron
agrupadas de a dos. Sus raices se lavaron con agua corriente y luego con agua milli-Q.
Estos pares de plantas fueron colocadas en tubos falcon de 50 mL con 30 mL de agua milli-
Q cubriendo sus raices. Alli permanecieron por 24 horas y el liquido residual fue llevado a
un volumen final de 30 mL. Esta disolucion se guardé como fuente de exudados radicales
extraidos (Niu et al., 2011). Los exudados fueron luego utilizados como medio de
extraccion de metales pesados en suelos. A los tres pares de plantas utilizadas para la
obtencién de exudados se les agregaron tres pares mas extraidos directamente de las
parcelas, es decir sin haber pasado por el proceso de recoleccion de exudados. Asi se

obtuvieron tres réplicas compuestas de 4 plantas cada una para cada tratamiento.

Las muestras vegetales fueron separadas en raices, tallos y hojas, los que fueron
lavados con agua milli-Q y las raices, ademas, fueron sonicadas. Luego, las muestras

fueron llevadas a estufa a 60 °C hasta obtener peso seco constante. Se determiné la biomasa
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seca total producida por planta y por 6rgano, las muestras fueron trituradas con molinillo de
acero inoxidable y conservadas en bolsas plasticas herméticas hasta su posterior andlisis.

7.2.4. Determinacion de la concentracion de metales pesados
en drganos vegetales

La concentracion de Pb en los 6rganos de las plantas se determiné de acuerdo a
Wannaz et al. (2011). Para esto se tomo6 1 g PS de las muestras trituradas de raices, tallos y
hojas de Tagetes minuta y Bidens pilosa correspondientes a cada tratamiento para su
analisis por reflexion total de fluorescencia de Rayos X (TXRF) usando radiacién
sincrotron. El material vegetal fue reducido a cenizas en mufla a 450 °C por 4 h, estas
fueron digeridas con 3 mL de HNOj3 calidad analitica a 25 + 2 °C. El residuo solido se
separ0 por centrifugacion, y se ajusto el volumen del sobrenadante a 5 mL con agua Milli-
Q. Despues, se afiadieron 10 ppm de una solucién de Ga como patrén interno. Se tomaron
alicuotas de 5 pL de esta solucion y se las seco sobre un soporte de acrilico. Se prepararon
soluciones estandar con concentraciones conocidas de Pb*? (también con Ga como patrén
interno) para la calibracion del sistema. Las muestras fueron medidas 200 s, utilizando la
configuracion de reflexion total montada en la linea de luz de fluorescencia de rayos X del
Laboratorio Nacional de Luz Sincrotrén (LNLS), Campinas, SP, Brasil. Para ello, un haz
policromético de aproximadamente 5 mm de ancho y 0,1 mm de altura se utilizd para la
excitacion. Para la deteccion de rayos X, se utilizo un detector de Si (Li) con una resolucion
de energia de 165 eV a 5,9 keV.

7.2.5. Determinacion del poder extractivo de los exudados

Los exudados recolectados fueron utilizados para su evaluacion como medio de
extraccion de metales en los suelos contaminados con Pb. Para ello, 17 mL de los exudados
provenientes de plantas correspondientes a cada tratamiento fueron mezclados con 1 g de
suelo del mismo origen que el del tratamiento. Se los agitd durante 6 horas de la manera
descripta para la extraccion de la fraccion disponible de metales en suelo (Tessier et al.,
1979), luego se centrifugo y el sobrenadante fue filtrado y conservado para la medicion de

metales por TXRF siguiendo la misma metodologia que la informada para plantas.
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También se evaluaron posibles mecanismos de aclimatacion de las especies. Para ello
los exudados recolectados de individuos que crecieron en un suelo se utilizaron como

medio de extraccion en un suelo diferente.

Para poder descontar el poder extractor del medio en que se prepararon las disoluciones
de los exudados se realizaron controles con el mismo tratamiento, pero sin plantas. Para
ello se colocaron tubos falcon de 50 mL con 30 mL de agua milli-Q, y luego de 24 horas,
este medio acuoso fue utilizado también como medio de extraccion para los tres suelos

utilizados.

7.2.6. Control de calidad

Como control de calidad se utilizaron blancos y materiales certificados. Los mismos
fueron preparados de la misma manera que las muestras. EI material certificado utilizado
fue "CTA-OTL-1" (hojas de tabaco oriental, Instituto de Quimica y Tecnologia Nuclear,
OIEA). Los porcentajes de recuperacion para el material certificado vegetal fueron de 86 +
7% para Pb, 81 + 3 % para Cu, 84 + 3 % para Co, 86 = 5 % para Ni, 86 £ 8 % para Fe, 85 +
2 % para Zn, y 84 + 3 % para Mn, estos son porcentajes promedio y sus desvios estandar
expresados con respecto al valor declarado y teniendo en cuenta todas las determinaciones
realizadas por TXRF en dicho material a lo largo de la tesis completa. Se encontré que los

coeficientes de variacion de los analisis entre replicados fueron inferiores al 10%.

7.2.7. Analisis de datos

7.2.7.1. Analisis estadisticos

Se utilizo el test de Shapiro-Wilks para evaluar la distribucién normal de las variables.
No se encontraron datos con distribucion no normal. Sin embargo se presentd
heteroscedasticidad, la que fue resuelta mediante la incorporacion de la misma en el modelo
usando Infostat /E acoplado a R para realizar un analisis de varianza (ANOVA). Por
tratarse de un disefio experimental a dos factores (concentracion de Pb en suelo y uso de
Auxinas) se evalud primero la interaccion entre los mismos. Cada vez que el ANOVA
indico efectos significativos (p <0,05), se llevd a cabo una comparacion por pares de

medias mediante el test de Tukey.
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7.2.7.2.  Factores de translocacion y extraccion total

Se calculd el factor de translocacion desde la raiz a la parte aérea de las plantas (FT R-
A), utilizando la relacion de la concentracion de Pb en raices y en la parte aérea [FT R-A=
Cacreal Craiz ] (Bu-Olayan y Thomas, 2009). Para obtener el valor de extraccion de plomo
por 6rgano y por planta se multiplicé la concentracion de Pb encontrada en cada 6rgano por
la biomasa seca producida por planta en ese drgano. Para obtener la concentracion de Pb en
la parte aérea, la concentracion cuantificada en las hojas y tallos se multiplicé por la
biomasa total de cada 6rgano y se sumaron entre si; esta suma se divididé por la biomasa
total de los érganos aéreos:

Catrea = (BiOMhoja X Choja + BioMuaiio X Ctailo) / (BiOMhoja + BioMuaio)

Donde C es concentracion de Pb en el organo indicado en el subindice que
corresponda, y BioM es la biomasa seca producida en el 6rgano indicado en el subindice

que corresponda.

7.3.  Resultados y Discusion

7.3.1. Crecimiento

En la Figura 7.1. se muestra la respuesta en los parametros de crecimiento de T. minuta
ante los distintos tratamientos. El crecimiento en altura de la planta no se mostré muy
afectado por las auxinas cuando las plantas crecieron en suelos enriquecidos en Pb
(tratamientos con concentracion Media o Alta). Sin embargo hubo una tendencia de
aumento en la altura por el uso de auxinas cuando las plantas crecieron en suelos Control.
Si se comparan las alturas de las plantas que crecieron con diferentes concentraciones de Pb
en suelo, se puede observar que en el suelo Control las plantas detienen su crecimiento en
la décima semana, mientras que cuando el suelo esta contaminado con Pb el crecimiento
perdura algunas semanas mas. En la Tabla 7.1. se muestran los resultados de la
comparacion (ANOVA) de la altura alcanzada por las plantas en la Gltima semana de
experimento. So6lo se hallaron diferencias significativas entre los tratamientos de Pb en

suelo, con una altura mayor cuando el suelo no esta contaminado. En cuanto al nimero de
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nudos, el uso de auxinas produjo una disminuciéon del mismo tanto cuando las plantas

crecieron en suelo Control, asi como cuando crecieron en suelos medianamente

contaminados con Pb, pero no cuando la concentracion de este metal en suelos fue muy

elevada. Al comparar el nimero de nudos entre los tratamientos con concentraciones

crecientes de Pb en suelos, se encontré la misma tendencia que para la altura (Tabla 7.1.).

Figura 7.1. Respuesta en los parametros de crecimiento frente a la aplicacion de
auxinas en Tagetes minuta. A) Altura de la planta cuando crece en suelos muy
contaminados con Pb. B) Altura de la planta cuando crece en suelos medianamente

contaminados con Pb.
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Figura 7.1. (Continuacion). Respuesta en los parametros de crecimiento frente a la
aplicacion de auxinas en Tagetes minuta. C) Altura de la planta cuando crece en suelos
no contaminados con Pb (Control). D) Numero de nudos de la planta cuando crece en
suelos muy contaminados con Pb.
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Figura 7.1. (Continuacion).Respuesta en los parametros de crecimiento frente a la
aplicacion de auxinas en Tagetes minuta. E) NUmero de nudos de la planta cuando
crece en suelos medianamente contaminados con Pb. F) NUumero de nudos de la planta
cuando crece en suelos Control.
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Tabla 7.1. Parametros de crecimiento vegetal en Tagetes minuta medidos al finalizar el
experimento con aplicacion de Auxinas con diferentes niveles de Pb en suelo.

Pb en Suelo Altura (cm) £ DS NUmero de nudos + DS
(p<0,001) (p<0,001)
Alta 61,4+23 b 958+0,26 b
Media 60,7 + 3,1 b 9,1£0,2 c
Control 82,33+1,76 a 10,69+0,13 a
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En la Figura 7.2. se muestran los resultados de la respuesta en los parametros de
crecimiento B. pilosa para los distintos tratamientos. En esta especie al igual que lo
observado en T. minuta, el crecimiento en altura de la planta tampoco se mostr6 muy
afectado por la aplicacion de auxinas cuando las plantas crecieron en suelos enriquecidos
en Pb (tratamientos con concentracion de Pb Media o Alta), aunque en el tratamiento con
alta concentracion de Pb, la primera aplicacion de auxinas durante la sexta semana produjo
un incremento inicial de altura. Para esta especie también hubo un marcado efecto sobre el
aumento en la altura debido al uso de auxinas cuando las plantas crecieron en suelo
Control. Si se comparan las alturas alcanzadas por las plantas a las diferentes
concentraciones de Pb en suelo, se puede observar que en el suelo Control las plantas
detuvieron su crecimiento en la décima semana, mientras que cuando el suelo est&
contaminado con Pb el crecimiento perduré algunas semanas mas. En la Tabla 7.2. se
muestran los resultados de la comparacion (ANOVA) de la altura alcanzada por las plantas
en la dltima semana de experimento. Los dos factores presentaron interaccion
estadisticamente significativa por lo que no pudieron ser analizados por separado. La altura
méaxima se encontro en los suelos Control cuando se aplicaron auxinas, seguida por la de
plantas que crecieron en el mismo suelo sin aplicacion de auxinas, y luego por el resto de
los tratamientos

En cuanto al nimero de nudos, el uso de auxinas produjo una disminucion del mismo
tanto en plantas que crecieron en suelo Control como cuando crecieron en suelos
medianamente contaminados con Pb, pero no cuando la concentracion de este metal en
suelos fue muy elevada. Al comparar el nimero de nudos entre los tratamientos con Pb en

suelo se encontr6 la misma tendencia que para la altura (Tabla 7.2.).
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Figura 7.2. Respuesta en los parametros de crecimiento frente a la aplicacion de
auxinas en Bidens pilosa. A) Altura de la planta cuando crece en suelos muy
contaminados con Pb. B) Altura de la planta cuando crece en suelos medianamente

contaminados con Pb.
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Figura 7.2. (Continuacion). Respuesta en los parametros de crecimiento frente a la
aplicacion de auxinas en Bidens pilosa. C) Altura de la planta cuando crece en suelos
no contaminados con Pb (Control). D) Numero de nudos de la planta cuando crece en

suelos muy contaminados con Pb.
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Figura 7.2. (Continuacion). Respuesta en los parametros de crecimiento frente a la
aplicacion de auxinas en Bidens pilosa. E) NUmero de nudos de la planta cuando crece
en suelos medianamente contaminados con Pb. F) Numero de nudos de la planta

cuando crece en suelos Control.
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Tabla 7.2. Parametros de crecimiento vegetal en Bidens pilosa medidos al finalizar el
experimento con aplicacion de Auxinas en suelos con diferentes niveles de Pb.

Tratamiento Altura (cm) £ DS Numero de nudos + DS
(p<0,001) (p<0,001)
Con Alta 32,76 £257 ¢ 57+0,2 c
. Media 31,7+28 c 59+0,1 c
Auxinas

Control 65,12+ 1,17 a 7,18+0,11 a
Alta 314+1,.2 c 57%0,2 c
Sin Auxinas Media 33,09+1,07 c 575+£0,14 ¢
Control 41,3+1,4 b 6,1+£0,1 b

Letras diferentes indican diferencia significativa para altura y ndmero de nudos entre los 6
tratamientos.

En la Tabla 7.3. se presentan los resultados de la produccién de biomasa de los
distintos drganos en ambas especies para los diferentes tratamientos. Para T. minuta se
detecto interaccion estadistica entre los dos factores, en los tres 6rganos, observandose que
la aplicacion de auxinas estimuld el desarrollo de la biomasa en toda la planta, aunque
unicamente cuando el suelo tuvo concentarciones bajas de Pb (Control).

Tabla 7.3. Resultados de la produccién de biomasa en g PS por 6rgano y por planta en

Tagetes minuta y Bidens pilosa como respuesta al uso de auxinas y concentraciones
crecientes de Pb en suelos.

Biomasa en g PS

Especie Tratamiento Suelo - -
Hoja *** Tallo *** Raiz *
Control 1,05+0,06 a 1,68+0,05a 0,23+0,02 a
Con Auxinas Media 0,39+0,04 d 0,68+0,02d 0,11+0,01 c
] Alta 0,38+0,07d 0,51+0,10d 0,07+0,01d
Tagetes minuta
Control 0,71+0,09 b 1,19+0,21 b 0,19+0,03 b
Sin Auxinas Media 0,56+0,07 c 0,96+0,10 ¢ 0,14+0,01 c
Alta 0,44+0,08 d 0,58+0,09d 0,08+0,01d
Hoja ns-** Tallo ** Raiz ns-**
Control 0,62+0,16 a 2,05+0,71 a 0,28+0,10 a
Con Auxinas Media 0,29+0,10 b 0,55+0,18 b 0,15+0,07 b
] ) Alta 0,28+0,17 b 0,59+0,37 b 0,14+0,09 b
Bidens pilosa
Control 0,41+0,04 a 1,00+0,12 b 0,18+0,01 a
Sin Auxinas Media 0,35+0,01 b 0,66+0,03 b 0,17+0,02 b
Alta 0,24+0,02 b 0,49+0,09 b 0,09+0,01 b

Niveles de significancia estadistica: ns (no significativo); * (p<0,05); ** (p<0,01); *** (p<0,001). Letras
diferentes indican diferencias significativas. Para la biomasa de tallo se detecto interaccion estadistica
por lo cual realizd un Gnico ANOVA. Para la biomasa de hoja y raiz la primera letra corresponde al
ANOVA para el factor “uso de auxinas” y la segunda para el factor “Pb en suelo”.
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Para B. pilosa los resultados (Tabla 7.3.) mostraron que las diferencias en la biomasa
producida en hojas y raices no fueron significativas cuando se compar6 la aplicacion, o no,
de auxinas. Estas diferencias fueron significativas cuando se analizé este efecto sobre tallos
en suelos Control, pero no se observo cuando las concentraciones de Pb en suelos fueron
elevadas. Las diferencias en la biomasa seca producida por las plantas a niveles crecientes
de Pb en suelo fueron significativas en los tres 6rganos de esta especie, observandose una

reduccion en la misma por efecto del Phb.

7.3.2. Concentracion de Pb en plantas

En la Figura 7.3. se presentan los resultados para la concentracion de Pb en los distintos
organos de ambas especies sometidas a los diferentes tratamientos. Se realizo un analisis de
la varianza (ANOVA) comparando los dos tratamientos de auxinas dentro de cada nivel de
Pb en suelo y para cada especie, el mismo se expone en la Figura 7.3. Solo se encontraron
diferencias significativas cuando las plantas crecieron en los suelos altamente
contaminados. En ambas especies se observo el mismo patron: la concentracion de Pb en
raices y tallos se vio incrementada a causa de la aplicacion de auxinas, mientras que la
concentracion de Pb en hoja se vio disminuida. También se realizaron ANOVAS
comparando la concentracion de Pb en los drganos entre las plantas que crecieron en suelos
con diferentes niveles de Pb dentro de cada uno de los tratamientos de auxinas (Tabla 7.4.)
encontrandose diferencias significativas en los tres 6rganos de las dos especies estudiadas,
a concentraciones crecientes de Pb en suelo. Las plantas siempre acumularon mas en el
sitio altamente contaminado, aunque no se encontraron diferencias entre el suelo Control y

el medianamente contaminado (Tabla 7.4).
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Figura 7.3. Concentracién de Pb (pg g™ PS) en raices, tallos y hojas de Tagetes minuta
y Bidens pilosa cuando crecen en suelos con concentraciones crecientes de Pb y con
aplicacion de auxinas.
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Niveles de significancia estadistica: ns (no significativo); * (p<0,05); ** (p<0,01); *** (p<0,001). Letras
diferentes indican diferencias significativas entre la concentracion de Pb en 6rganos de plantas que
crecieron con o sin auxinas en suelos con diferentes niveles de Pb.
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Tabla 7.4. Resultados de los anélisis de la varianza (ANOVA) para la concentracion
de Pb (ng g™ PS) en los 6rganos de Tagetes minuta y Bidens pilosa en respuesta al uso
de auxinas y concentraciones crecientes de Pb en suelos.

Concentracion de Pb (ng g™ PS)

Especie Tratamiento Suelo - -
Hoja (ns) Tallo (***) Raiz (***)
T. minuta Con Auxinas Control 3,97 +£5,14 541+£509 b 79+76 ¢
Media 2,85+4,93 181+£201 b 432+124 b
Alta 3,29 £ 3,17 615+12,4 a 741 +263 a
Hoja (ns) Tallo (**) Raiz (**)
Sin Auxinas Control 8,35+ 7,89 6,25+2,74 b 3,89+ 3,67 c
Media 6,52 £ 6,14 14,4+20,1b 50+9 b
Alta 8,24 £ 0,94 54+12 a 646 + 177 a
Hoja (**) Tallo (***) Raiz (**)
B. pilosa Con Auxinas Control 524+337 b 0x0c 443+3,27 ¢
Media 574+221 b 11+6b 91+17b
Alta 15+5 a 65+13 a 1147 + 188 a
Hoja (***) Tallo (*) Raiz (***)
Sin Auxinas Control 2,28+195 ¢ 8,95+8,79 b 463+2,17c
Media 134+47 b 5,33+4,66 b 80+21b
Alta 18+7 a 59+13 a 950+ 192 a

Niveles de significancia estadistica: ns (no significativo); * (p<0,05); ** (p<0,01); *** (p<0,001). Letras
diferentes indican diferencias significativas para el factor “Pb en suelo”.

7.3.3. Factor de translocacion

En la Tabla 7.5. se presentan los resultados para los factores de translocacion (FT R-A)

calculados para de T. minuta y B. pilosa en los distintos experimentos. Para T. minuta se
observé que el uso de auxinas redujo drasticamente el FT cuando esta especie crecio en
suelos Control. Los tratamientos ensayados no introdujeron cambios significativoas en el
FT para B. pilosa, aunque en el suelo Control se observd una tendencia similar a la

descriptaen T. minuta.
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Tabla 7.5. Resultados de los factores de translocacion desde la raiz a la parte aérea
(FT R-A) de Pb y analisis de la varianza (ANOVA) en Tagetes minuta y Bidens pilosa
como respuesta al uso de auxinas y concentraciones crecientes de Pb en suelos.

Especie Suelo Tratamiento FT R-A (%)
Con Auxinas 0,12+0,11b
Control . .
Sin Auxinas 1,41+£0,78a
Taget inut Medi Con Auxinas 0,05+0,04b
agetes minuta edia
g Sin Auxinas 0,27+0,36b
Alt Con Auxinas 0,05+0,03b
a
Sin Auxinas 0,06 £0,02b
Especie Suelo Tratamiento FT R-A(ns)
Con Auxinas 0,08 + 0,07
Control . .
Sin Auxinas 0,66 + 0,54
. . . Con Auxinas 0,10+ 0,06
Bidens pilosa Media . .
Sin Auxinas 0,10+0,04
Con Auxinas 0,04 £ 0,01
Alta . .
Sin Auxinas 0,05+0,01

Niveles de significancia estadistica: ns (no significativo); * (p<0,05); ** (p<0,01); *** (p<0,001). Letras
diferentes indican diferencias significativas. En B. pilosa ninguno de los dos factores introdujo
diferencias significativas. En T. minuta se observé interaccion por ello hay un tnico ANOVA.

7.3.4. Extraccion total de Pb por planta y por 6rgano

En la Figura 7.4. se grafican los resultados para la extraccion de Pb por planta y por
organo, en T. minuta y B. pilosa en los tratamientos con auxinas y concentraciones
crecientes de Pb en suelo. Para la primera especie, no se observaron diferencias
significactivas ni tendencias en la extraccion de Pb por el uso de auxinas excepto en el caso
del tallo cuando las plantas crecian en concentraciones medias de Pb en suelo. En dicho
caso el uso de auxinas causé una disminucion de la extraccion neta. Para la segunda
especie, las diferencias entre tratamientos fueron estadisticamente significativas solo para la
extraccion neta de Pb en hoja cuando las plantas crecieron en suelos con niveles medios de
Pb. Pese a los grandes desvios encontrados para esta especie en el resto de los tratamientos,
puede observarse un importante incremento en la extraccion de Pb por planta debido al uso
de auxinas en suelo con elevada concentracion de Pb, aumento que se concentrd

fundamentalmente en la raiz.

Los resultados encontrados para la extracciéon total por planta no confirmaron lo

esperado para este experimento. La bibliografia indica que los casos en los que se logré que
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una especie acumuladora aumente su tasa neta de extraccion fueron aquellos en que se
aplicaron auxinas. EI mecanismo de accion estaria definido por un aumento en la biomasa
y en las tasas de evapotranspiracion, sin que esto reduzca la concentracion de Pb en los
tejidos vegetales (Du et al., 2011). En nuestro experimento, las hormonas no tuvieron ese
efecto, no causaron un efecto en la biomasa y en algunos casos la redujeron, mientras que
aumentaron la concentracién de Pb en raices y tallos Unicamente cuando las plantas
crecieron en suelos con elevado contenido de Pb. Como el elevado contenido de Pb en
suelo redujo la biomasa de las plantas de este tratamiento, el incremento en concentracion
causado por las auxinas no pudo traducirse en un incremento de la extraccién neta por
planta. Existe la posibilidad de que el Pb contenido en el suelo este interactuando con las
auxinas y se vuelvan mutuamente poco biodisponible, esta hipétesis justificaria por qué las
auxinas no producen su efecto tipico cuando las plantas crecen en suelos con
concentraciones de Pb creciente y por que la translocacion y extraccion de Pb se ven
reducidas debido al uso de estas fitohormonas. En relacion a esto pueden destacarse los
resultados obtenidos por Kuffner et al. (2008), quienes estudiaron la liberacion de exudados
producidos por microorganismos rizosfeéricos y su relacion con la disponibilidad de metales
pesados en suelo. En dicho estudio se encontraron tres especies de bacterias que producen
IAA, la misma fitohormona utilizada en el experimento reportado en este capitulo. En los
tres casos la disponibilidad de metales pesados se vio disminuida con respecto al control.

Hecho que es consistente con lo propuesto aqui como hipétesis.
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Figura 7.4. Extraccion total de Pb (ug) por planta y drgano en las especies Tagetes
minuta y Bidens pilosa en el tratamiento con auxinas y concentraciones crecientes de

Pb en suelo.
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Letras diferentes indican diferencias significativas entre la extraccion total de Pb por 6rgano y por
planta debido al uso 0 no de auxinas dentro de cada nivel de Pb en suelo. ns: nosignificativo, p<0,05 (*).

7.3.5. Capacidad extractora de Pb de los exudados radicales
de T. minuta y B. pilosa

Para el estudio de los exudados de T. minuta y B. pilosa, se calcularon dos variables
que indican la capacidad extractiva de los mismos. Una es la concentracion del metal en la
solucidn, es decir en el medio de extraccién de los exudados, y otra es la cantidad de metal
extraida de cada gramo de suelo cuando se agregan exudados al mismo, es decir la cantidad
de Pb que puede ser extraida del suelo mediante los exudados. En la Figura 7.5. se
muestran los resultados para estas dos variables en ambas especies estudiadas. Los
resultados expuestos corresponden al ensayo en que se utilizaron exudados de plantas que
habian crecido en el suelo que presentaba la misma concentracion de Pb que el suelo en que

se realiz6 la extraccion. Tanto la concentracién en el extracto de exudados como la
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extraccion neta de Pb a partir del suelo, se vieron significativamente afectadas solo por la
concentracion de Pb en suelo, aunque esta diferencia Gnicamente se observo en el suelo con
la mayor concentracion del metal. En los suelos Control y Media, los exudados no
extrajeron mayor cantidad de Pb que cuando fueron tratados con agua MilliQ (Blanco).
Esto podria indicar que ante concentraciones moderadas o bajas de Pb en suelo, los
exudados no aumentan la disponibilidad del metal, ya que la cantidad extraida en los

tratamientos Control y Media fue la misma.

Si bien el uso de auxinas no introdujo diferencias estadisticamente significativas en la
capacidad extractiva de los exudados, tanto en los resultados encontrados para T. minuta
como para B. pilosa, puede observarse una tendencia de aumento en la extraccion cuando
se utilizan auxinas en los suelos muy contaminados. También es destacable que, en este
caso, el uso de auxinas introdujo una varianza muy grande, mostrando que la capacidad de
responder al uso de dichas hormonas cuando las plantas crecen en suelos contaminados es

muy variable entre los diferentes individuos.

Con la finalidad de analizar el efecto de las condiciones de cultivo sobre la capacidad
extractora de los exudados rizosféricos se utilizaron los exudados de plantas de B. pilosa
cultivadas en suelo Control para extraer Pb de suelos contaminados. Los resultados se
muestran en la Figura 7.6. Los exudados de las plantas extrajeron una mayor cantidad de
Pb de los suelos altamente contaminados, independientemente de su origen mientras no
fueron tratados con auxinas. Cuando se les aplicé esta hormona, los exudados de las plantas
desarrolladas en suelos Control perdieron la capacidad extractiva, mientras que las plantas
desarrolladas en suelos muy contaminados y con aplicacion de auxinas presentaron una
capacidad extractiva mayor que aquellas que crecieron en el mismo suelo pero sin la
fitohormona, no obstante esto es sélo una tendencia puesto que las diferencias no fueron
estadisticamente significativas. La falta de significancia puede atribuirse a la gran
variabilidad de respuesta de los individuos frente al uso de las auxinas, efecto que también

se observo en el analisis anterior.
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Figura 7.5. Concentracion de Pb en los exudados radicales de Tagetes minuta y
Bidens pilosa, y cantidad de Pb (ug) extraida de 1 g de suelo.
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contenido de Pb en suelo si lo hizo. El color de las letras indica la variable comparada.
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Figura 7.6. Capacidad extractiva de los exudados de Bidens pilosa en funcién de la
concentracion de Pb en el suelo en el que se desarrollaron y la aplicacion de auxinas.
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Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas con p<0,05 (*), ns: no
significativo. El color de las letras indica la variable comparada.

Para relacionar la concentracion de Pb en los diferentes érganos y la extraccion por
planta en 6rganos vegetales, con la capacidad extractiva de los exudados, se realizaron
regresiones lineales simples, cuyos resultados se presentan en la Tabla 7.6. Pese a
encontrarse coeficientes de regresion (R?) estadisticamente significativos en casi todos los
casos, los valores de los mismos no fueron muy elevados. En el caso de T. minuta, la
capacidad extractiva de los exudados tuvo mayor influencia sobre las concentraciones de
Pb (principalmente en la raiz) que sobre la extraccion por planta. Para B. pilosa, result6 lo
opuesto, encontrandose altos coeficientes de regresion entre la capacidad extractiva de los
exudados y la extraccién de Pb por planta en raiz y tallo. En todos los casos y para ambas
especies, los coeficientes de cada modelo fueron positivos, indicando que el aumento en la

capacidad extractiva de los exudados se traduce en una mayor incorporacion de Pb en las
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plantas. Esto indica que los exudados rizosféricos juegan un importante papel en la
acumulacion de Pb por las especies estudiadas, resultado que reviste importancia ya que en
diversas especies acumuladoras de metales pesados se demostr6 que los exudados no
participan de dicho proceso (Zhao et al., 2001) y en otras especies se demostré lo contrario
(Niu et al., 2011). Los resultados encontrados en este capitulo muestran que este es un
aspecto fundamental a ser estudiado en las especies que se pretenden utilizar como
fitorremediadoras de suelos contaminados con Pb.

Tabla 7.6. Resultados de las regresiones lineales simples tomando como variables
dependientes a las concentraciones de Pb en cada érgano y a las extracciones netas de

Pb en cada 6rgano; y como variable regresora a la capacidad extractiva de los
exudados expresada como concentracion de Pb en los exudados.

. . Constante  Coeficiente 9
Especie Variable del modelo  del modelo R P
Pb Hoja 5,62 6,8 0,2 0,0379
Pb Tallo 12,22 37,76 0,32 0,0085
Tagetes minuta Pb 'Ral'z 44,3 827 0,63 0,0001
Extraccion Hoja 0,02 0,56
Extraccién Tallo 8,42 22,34 0,34 0,0069
Extraccion Raiz 8,91 33,72 0,3 0,01
Pb Hoja 0,16 0,1
Pb Tallo 14,38 21,38 0,28 0,0141
Bidens pilosa Pb 'Ral'z _ 1427 486,75 0,5 0,0006
Extraccion Hoja 2,04 1,91 0,24 0,0238
Extraccién Tallo 5,32 17,37 0,74 <0,0001
Extraccion Raiz 1,46 95,17 0,84 <0,0001

7.4.  Conclusiones
Las especies estudiadas fueron receptivas a la aplicacion de auxinas, habiéndose

encontrado que las mismas presentaron los efectos esperados cuando crecieron en los
suelos Control. No obstante, el efecto toxico del Pb presente en suelos no pudo ser
compensado con este tratamiento. Se encontraron tasas de extraccion neta que, en general,
no fueron modificadas por el uso de auxinas, aunque B. pilosa mostr6 una extraccion mayor
cuando creci6 en suelos altamente contaminados y se aplicaron estas fitohormonas

(incremento localizado fundamentalmente en la raiz).
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Tagetes minuta y Bidens pilosa produjeron exudados capaces de extraer Pb de los
suelos altamente contaminados; para la segunda especie se demostr6 que esto es
independiente del tipo de suelo en el que se habian desarrollado las plantas. Pese a que el
uso de auxinas no modificé la extraccion de Pb por parte de estas especies, fue evidente que
su uso afecta la produccion de exudados de las mismas. Este efecto no es homogéneo en
todos los individuos, presentando gran variabilidad de respuesta. Por otro lado también se
encontro que los exudados producidos por plantas no tratadas con auxinas, que crecen tanto
en suelos contaminados como no contaminados con Pb, tienen capacidad extractiva del
metal; pero cuando crecen en suelos no contaminados el uso de auxinas reduce fuertemente

esa capacidad.
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8. Capitulo VIII.

Variables del suelo que determinan la
acumulacion de Pb en Bidens pilosa L. y
Tagetes minuta L. cuando crecen en
suelos contaminados. Interaccion entre
Pb, Zn y Cu en el sistema planta-suelo.




Resumen

La fitorremediacion de suelos contaminados con metales pesados ha sido propuesta por
numerosos autores como una alternativa de remediacion sustentable, que contempla la
recuperacion de suelos permitiendo que éstos mantengan su funcionalidad. Sin embargo,
esta tecnologia si bien muestra resultados 6ptimos para muchos metales, no ha sido efectiva
para el plomo, uno de los contaminantes que presenta elevada fitotoxicidad. En los
capitulos anteriores se estudiaron las variables que determinan la capacidad de extraccion
de metales pesados por plantas en condiciones controladas y los resultados no permitieron
detectar factores que aumenten la eficiencia de extraccion en Tagetes minuta y Bidens
pilosa, especies seleccionadas en esta tesis por su comportamiento como buenas
acumuladoras del metal en trabajos de campo. En este capitulo, el objetivo fue evaluar a
campo factores que podrian ser determinantes en la absorcion de Pb por estas especies. Para
ello se recolectaron suelos superficiales y plantas de T. minuta y B. pilosa en los mismos
sitios, proximos a una antigua fundicién de plomo en la localidad de Bouwer, Cordoba,
Argentina. En muestras de suelos se realizaron extracciones secuenciales de metales
pesados, se determiné el contenido de materia organica, la conductividad eléctrica, el pH, el
tamafo del grano y el poder de aglomeracion de la materia organica en estos suelos,
separando el suelo bulk del rizosférico. Ademas, se estudio la diversidad bacteriana de la
rizosfera de ambas especies por la técnica de DGGE. Las concentraciones de Pb, Cu y Zn
en suelos y plantas (hojas, tallo y raiz) se cuantificaron por TXRF con radiacion Sincrotron,
en el LNLS, Brasil. Los resultados muestran que la absorcion de Pb por las plantas en
suelos contaminados y su translocacion a tejidos aéreos en las dos especies de Asteraceae
estudiadas se relacionaron no solo con los parametros que tradicionalmente se miden en el
suelo, sino también con el contenido de Zn y Cu en plantas y suelos, factores estos que

tuvieron mayor relevancia.

8.1. Introduccion

Los resultados encontrados en la investigacién observacional a campo (Salazar y
Pignata, 2014) llevada a cabo al inicio de esta tesis, donde se realizo el estudio de las

especies nativas que crecian en una zona con suelos altamente contaminados con Pb,
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permitio detectar aquellas que por su tolerancia al metal como por su capacidad
acumuladora del mismo, podrian ser empleadas en la fitorremediacion de suelos
contaminados con este metal. Asi, se seleccionaron dos especies: Tagetes minuta L. y
Bidens pilosa L. las que acumulaban elevados niveles de Pb en sus hojas (380,5 ug g™ PS
y 100,6 pg g* PS, respectivamente). Con estas especies se realizaron experimentos
tendientes a conocer los factores que podian incrementar la absorcién y translocacion de
plomo (Capitulos Il a VII), detectdndose tendencias muy importantes para algunos de
ellos, al mismo tiempo que una gran variabilidad en la respuesta individual dentro de cada
especie, hecho que dificulté el anélisis estadistico en disefios experimentales con niveles de
factores.

De acuerdo con estos antecedentes, en esta Ultima etapa se retomaron los hallazgos
observados en el Capitulo 11, donde los resultados mostraban una variabilidad importante
en la acumulacion de otros metales sin que este resultado se relacionara claramente con el
contenido de Pb en suelo, o al menos, con el correspondiente a la fraccion pseudototal del
metal, fraccion de referencia que establecen las normas de fijacion de estandares para
determinar los limites maximos permitidos segun los usos del suelo tanto en la legislacion
nacional como internacional (EPA, FAO, WHO; Argentina, 1993)

Un aspecto en el cual no habiamos profundizado en esta tesis, es la forma quimica en la
que estaban presentes en suelo los metales estudiados (Pb, Cu y Zn). En este contexto, los
resultados experimentales en invernadero, indicaron diferencias en la incorporacion de
éstos a las plantas segun estuvieran como sales solubles mediante el enriquecimiento del
metal especifico en el laboratorio, o fueran parte preexistente de la matriz del suelo en
experimentos realizados con suelos provenientes del area de estudio, los que presentaban
un gradiente en la concentracién de Pb. Si bien se habian analizado dos de las fracciones en
las que estaba presente el Pb: extraible con HCI 0,5 M, y pseudototal (Capitulos I y 1), los
resultados no permitieron encontrar una clara relacion entre las concentraciones de Pb en el
suelo y las concentraciones de Pb en las plantas. Por otro lado, es ampliamente conocido
que tanto la movilidad de los metales pesados en suelos como su toxicidad sobre plantas
dependen fundamentalmente de la forma quimica en que éstos se encuentran (especiacion),
asi como de las asociaciones débiles o fuertes con los ligandos a los que estan unidos

(Gleyzes et al., 2002; Sutherland et al., 2000). Una técnica ampliamente utilizada que
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permite obtener este tipo de informacion es la realizacion de extracciones secuenciales
mediante el uso de sustancias 0 mezclas quimicas selectivas (Cances et al., 2008; Pickering,
1986). Esta metodologia se basa en el empleo de diferentes medios de extraccion de manera
secuencial (de débiles a fuertes), los que presentan selectividad para disolver y extraer
diferentes fracciones minerales a las que esta asociado el metal. Estos métodos pretenden
simular, con algunas modificaciones, las condiciones ambientales que podrian originarse
mediante procesos naturales o antrépicos y que como resultado movilizarian metales en el

suelo (Raksasataya et al., 1996).

Por lo expuesto anteriormente, en este capitulo se plante6 como hipotesis que en el area
de estudio (inmediaciones de la exfundicién de Bowuer) existen gradientes para alguna de
las variables (fisicas, quimicas, biologicas) de los suelos, las que podrian explicar los
resultados obtenidos en los capitulos previos de esta tesis, asi como permitir detectar
factores que no se tuvieron en cuenta durante los primeros estudios a campo. De esta
manera, en esta instancia se incluyo en el analisis de suelos provenientes de los muestreos
realizados a campo, la determinacion de la concentracion de Pb, Zn y Cu mediante
extraccion secuencial en suelos bulk vy rizosféricos de las dos especies (T. minuta y B.
pilosa). Asi, la extraccion secuencial de estos metales se hizo con la finalidad de determinar
la concentracion de los mismos en las distintas fracciones de suelo bulk y rizosférico ya que
representan las formas quimicas asociadas a distintos ligandos en el suelo, siendo las que

determinan su movilidad y biodisponibilidad (Tessier et al., 1979).

Por otra parte, se decidid realizar un analisis de diversidad microbioldgica tanto en
suelo bulk como rizosférico para ambas especies y en cada uno de los sitios de muestreo, ya
que existe abundante evidencia bibliografica que sefiala la contaminacién de los suelos con
metales pesados como una de las causas que modifican la diversidad de comunidades de
microorganismos en suelos, lo que posiblemente a nivel de rizosfera distinga a las especies
tolerantes y acumuladoras de las que no lo son. Asi, a menudo se encuentran en la rizosfera
bacterias y hongos resistentes y acumuladores de determinados metales (Kidd et al., 2009).
Estos microorganismos pueden actuar estimulando el crecimiento de la raiz, con lo cual
habria una mayor superficie de interaccion raiz-suelo que facilitaria la extraccion de
nutrientes y entre ellos el contaminante (Abou-Shanab et al., 2003). Este fendmeno

potenciaria la produccion de biomasa con lo cual aumentaria la extraccion neta total del
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metal (Dell’ Amico et al., 2008). Otro modo de accion de los microorganismos en el suelo
es a través de la formacion de compuestos solubles del metal, o también mediante la

transformacion de estos en formas menos toxicas (Dimpka et al., 2008).

8.2.  Materiales y metodos

8.2.1. Area de estudio

El area de estudio seleccionada para esta etapa, fue nuevamente la localidad de
Bouwer, descrita en el Capitulo I. En base a los resultados reportados en los Capitulos | y Il
se escogieron seis sitios de muestreo (Figura 8.1.) con el fin de contemplar un gradiente de
concentracion de Pb en los suelos y asegurar la presencia de las dos especies de interés,

Tagetes minuta L. y Bidens pilosa L.

8.2.2. Procedimiento de muestreo

Las muestras vegetales y de suelos superficiales fueron recolectadas siguiendo un
disefio sistemético, para lo cual cada sitio consistié en un cuadrado de 9 m?. En cada uno se
recogieron tres muestras, compuesta cada una de ellas por tres individuos de cada especie
para lo cual se utiliz6 una pala de acero inoxidable y se colectaron las plantas completas
con la raiz, incluyendo el suelo rizosférico. Para obtener cada muestra compuesta se
seleccionaron tres ejemplares que crecian a una distancia no mayor a 10 cm entre ellos. El
tallo de cada planta fue cortado en la base para separar la parte aérea (que se guardd en
bolsas de papel) de la rizosfera (que se guardod en bolsas de plastico estériles). En cada sitio
de muestreo también se recogieron tres muestras compuestas de suelo bulk superficial
usando un barreno para muestras compuestas de 15 cm de profundidad, y éstas se
guardaron en bolsas estériles. Todas las herramientas de trabajo y las manos del operador se

limpiaron con agua y alcohol etilico al 70% entre cada muestreo.

207



Figura 8.1. Ubicacién de los sitios de muestreo de T. minuta y B. pilosa, y de suelos
bulk y rizosféricos en los que se analizaron Pb, Zn y Cu a partir de extraccion
secuencial, en la localidad de Bouwer, provincia de Cérdoba, Argentina.
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Una vez en el laboratorio las bolsas estériles con muestras de suelo (bulk y rizosfera)
fueron abiertas en condiciones estériles separando 1 g de suelo fresco por duplicado para
cada muestra, con el objetivo de realizar en ellas un analisis DGGE a fin de estudiar la
diversidad de la comunidad de microorganismos bacterianos del suelo. Estas muestras se

guardaron en tubos Eppendorf a -80 © C hasta su analisis.

Las raices fueron separadas del suelo rizosférico por agitacioén en cajas de plastico y
posterior tamizado. Las raices, asi como también los tallos y las hojas, se lavaron con agua
regular primero, luego fueron sonicadas y lavadas tres veces con agua milli-Q.
Posteriormente se las llevd a estufa a 40 ° C hasta que alcanzaron peso seco (PS) constante.
Se determind la biomasa seca producida por planta y por 6rgano y luego las muestras
fueron trituradas con un molinillo de acero inoxidable y conservadas en bolsas plasticas

herméticas hasta su posterior analisis.

Las muestras de suelos bulk y rizosféricos se secaron en estufa a 40 °C durante 24 h.
Todas las muestras se tamizaron a 2 mm (utilizando un tamiz de polietileno) y se
almacenaron en oscuridad hasta que se llevaron a cabo los procedimientos analiticos
(Béackstrém et al., 2004).

8.2.3. Analisis fisicoquimicos y microbiologicos

8.2.3.1. Conductividad eléctrica, pH, porcentaje de materia organica
y tamafo de grano en suelos superficiales

El pH y la conductividad eléctrica (CE) de los suelos superficiales se midieron en una
suspension 1:5 suelo:agua por triplicado (Backstrom et al., 2004). Con el fin de trabajar con
peso seco (PS), las muestras se secaron en estufa a 105 °C hasta peso constante (Al-
Khashman y Shawabkeh, 2006). El porcentaje de materia organica (OM%) se determino
segun Gallardo et al. (1987) mediante combustién de las muestras a 700 °C durante dos
horas, esta temperatura se alcanz6 con una rampa de ascenso controlado en una mufla

modelo Programador Full (INDEF, Argentina) a 5 °C por minuto.

El tamafio de grano se midio por laser de difraccion de acuerdo con la metodologia
descripta por Gaiero et al. (2013) utilizando un analizador Horiba LA-950 después de la

eliminacion de la materia orgéanica, mediante tratamiento de los suelos con H,O, grado
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analitico al 30% V/V. La precision (reproducibilidad) de la determinacion por difraccion
laser se puso a prueba mediante el uso de mezclas de cuentas de vidrio (NIST Traceable
polydisperse particle standard PS202/3-30 pum and PS215/10-100 pum, Whitehouse
ScientificW). Para ambas mediciones en el equipo (Ps202, n=6 y PS215, n=5) la mediana
(D50) fue menor al 3% del valor nominal certificado, y los percentiles D10 y D90
estuvieron dentro del 5% de los valores nominales. Est4d documentado que la adsorcion de
los metales pesados a particulas de diferentes tamafios regula su disponibilidad (Madrid et
al., 2008; Qian et al., 1996); no obstante, el efecto fisico de la materia organica sobre la
agregacion de las particulas y sus efectos sobre la disponibilidad de metales pesados en
suelos, no esté suficientemente estudiado. A fin de evaluar el efecto de la agregacion de la
materia orgéanica sobre el tamafio de grano en el suelo rizosférico de Tagetes minuta se
midio el tamafio de grano dos veces, una eliminando previamente la materia organica y la

segunda sin haber eliminado la materia organica.

8.2.3.2. Metales pesados en suelos superficiales

Con el objetivo de analizar las diferentes fracciones en que se encuentran los metales
pesados en el suelo (bulk y rizosferico de ambas especies), se realizd una extraccion
secuencial de éstos segun lo descripto por Tessier et al. (1979) después de tamizar las

muestras a 64 pum. Las fracciones estudiadas fueron:

Fraccion 1 "intercambiable™: Incluye los metales pesados adsorbidos al suelo. El

procedimiento de extraccion se basa en el hecho de que ligeros cambios en la composicién
ionica del agua pueden afectar a los procesos de adsorcion-desorcion. Para la extraccion de
esta fraccion, 1 g de suelo fue tratado a temperatura ambiente durante 1 h con 8 mL de
solucion de cloruro de magnesio (1 M MgCl,, pH 7,0) con agitacion continua. El
sobrenadante se recogid y se filtr6 a 2 um después de haber sido separado por
centrifugacién (30 minutos a 3000 rpm). El residuo solido se lavé con 10 ml de agua Milli-
Q con agitacion durante 30 minutos, después de la centrifugacion y el descarte del agua de
lavado, el residuo se conservé para la extraccion de la siguiente fraccion. Estos pasos de

filtrado y lavado se repitieron después de cada paso de extraccion.

Fraccion 2 "Unida a Carbonatos": Incluye los metales pesados asociados a los

carbonatos del suelo; esta fraccion es susceptible a los cambios de pH. Para realizar la
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extraccion, el residuo de la fraccidn 1 se tratd a temperatura ambiente con 8 mL de acetato
de sodio (NaCH3COO) 1 M con pH ajustado a 5,0 con &cido acético (CH3;COOH) con

agitacion continua.

Fraccion 3 "Unida a Oxidos de Hierro y Manganeso”: los 6xidos de hierro y
manganeso estan presentes en el suelo como material ligante entre las particulas, o
simplemente como un revestimiento de las mismas; estos Oxidos son excelentes
secuestradores de metales traza y son termodinamicamente inestables bajo condiciones
andxicas. Para la extraccion de esta fraccion, el residuo de la extraccion anterior se tratd
con 20 mL de cloruro de hidroxilamina (NH,OH-HCI) 0,04M en CH3;COOH 25% V/V a
96 °C durante 6 horas con agitacion periddica.

Fraccion 4 "Unida a Materia Organica": los metales traza se pueden unir a las diversas

formas de la materia organica presente en suelos. Bajo condiciones oxidantes, la materia
organica puede ser degradada, por lo que para la extraccion de esta fraccion, al residuo de
la fraccion 3 se afiadieron 3 mL de HNO3 0,02 M y 5 mL de H,0, al 30% con pH ajustado
a 2. La mezcla se llevé a 85 °C durante 3 horas con agitacion periddica. Después de
enfriada, se le afiadieron 5 mL de acetato de amonio (NH,CH3COOQ) 3,2 M en 20% (V/V)
de HNO;. La muestra se diluyd con agua milli-Q hasta llegar a 20 mL y se agitd

continuamente durante 30 min.

Fraccion 5 "Residual”: Una vez que se extrajeron las primeras cuatro fracciones, el

solido residual, compuesto por minerales primarios y secundarios, contiene metales pesados
dentro de su estructura cristalina. La extraccion de esta fraccion se realizé de acuerdo con
Ketterer et al. (2001) utilizando el residuo de la fraccion 4 al que se adicionaron 10 mL de
HNO; puro. La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 30 minutos y luego se dejo
reposar durante 24 horas. Finalmente se lo llevd a un volumen final de 25 mL utilizando

agua milli-Q.

Las cinco extracciones filtradas (filtro de papel Munktell, Alemania, poro de 2 um) se
utilizaron para el analisis multi-elemental por Fluorescencia de Rayos X- Reflexion Total
(TXRF) usando radiacion sincrotrén como se describio6 en el Capitulo V. EI mismo método
se empled en este capitulo para plantas. La suma de las cinco fracciones constituye lo que a

continuacion se denominaréa fraccion pseudototal.
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8.2.3.3. Diversidad bacteriana de los suelos

El anélisis de diversidad bacteriana fue Ilevado a cabo en los laboratorios del Centro de
Investigaciones en Fermentaciones Industriales, CCT-La Plata CONICET, en la
Universidad Nacional de La Plata, Argentina.

El ADN total fue extraido a partir de 1 g de suelo usando el kit Omega Bio-Tek EZNA
para ADN de suelos. El extracto de ADN se almacené a -20 °C. Luego se llevo a cabo la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando el kit de reactivos ADN polimerasa
GoTaq (Promega-E.E.U.U.). La amplificacion por PCR del gen 16S rDNA se llevo a cabo
utilizando los primers universales de bacteria 341F-GC: (5-CGC CCG CCG CGC CCC
CCC GTC GCG CCG CCG CCG CCCCCC T CCT ACG GGA AGC GGC AG-3"; Tm =
92,8) y 907R: (5-CCG TCA ATT CCT TTR AGT TT-3 *; Tm = 55,3). El fragmento
amplificado de ARNr 16S se utilizo para el analisis por DGGE segin Demergasso et al.
(2005).

El programa de termociclado utilizado para la amplificacion fue:
Paso 1: 1 ciclo de 4 minutos a 96 °C.

Paso 2: a) 10 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 45 segundos a 62 °C y 1 minuto a 72 °C; b)
25 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 45 segundos a 57 °C y 1 minuto a 72 °C.

Paso 3: 1 ciclo de 10 minutos a 72 °C.

El producto de la PCR fue corrido a 60 °C y 100V durante 16 h en un gradiente
desnaturalizante de entre el 30 y 70%, donde el 100% de desnaturalizacion se define como
urea 7 My 40% (v / v) de formamida (Muyzer et al., 1993). Los geles se tifieron con
SYBR-Gold para luego ser visualizados en un transiluminador UV y fotografiados.

Finalmente, se los analiz6 utilizando el software ImageTool.

8.2.3.4. Concentracion de metales pesados en las plantas

Las concentraciones de metales pesados en los tejidos de las plantas se determinaron de
acuerdo a Wannaz et al. (2011), para lo cual, se tom6 1 g PS de las muestras secas
trituradas de raices, tallos y hojas de Tagetes minuta y Bidens pilosa provenientes de cada

sitio de muestreo para su analisis por Fluorescencia de Rayos X-Reflexion Total (TXRF)
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usando radiacion sincrotron. El material vegetal fue reducido a cenizas en mufla a 450 °C
por 4 h, las cenizas fueron digeridas con 3 mL de HNOj calidad analitica a 25 + 2 °C. El
residuo solido se separd por centrifugacion, y se ajusto el volumen del sobrenadante a 5 mL
con agua Milli-Q. Después, se afiadieron 10 ppm de una solucion de Ga como patron
interno. Se tomaron alicuotas de 5 pL de esta solucion y se las secd sobre un soporte de
acrilico. Se prepararon soluciones estandar con concentraciones conocidas de Cu*?, Pb*?y
Zn*? (también con Ga como patrén interno) para la calibracion del sistema. Las muestras
fueron medidas 200 s, utilizando la configuracion de reflexion total montada en la linea de
luz de fluorescencia de rayos X del Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS),
Campinas, SP, Brasil. Para ello, un haz policromatico de aproximadamente 5 mm de ancho
y 0,1 mm de altura se utilizé para la excitacién. Para la deteccién de rayos X, se utilizé un
detector de Si (Li) con una resolucion de energia de 165 eV a 5,9 keV.

Como control de calidad se prepararon blancos y material certificado estandar de hojas
de tabaco Oriental (CTA-OTL-1, ICTJ) y de ryegras CRM 281 (Comision Europea / BCR)
de la misma manera que el resto de las muestras. Los porcentajes de recuperacion para los
materiales certificados vegetales fueron de 86 + 7% para Pb, 81 £ 3 % para Cu, 84 + 3 %
para Co, 86 + 5 % para Ni, 86 + 8 % para Fe, 85 = 2 % para Zn, y 84 + 3 % para Mn, estos
son porcentajes promedio y sus desvios estandar expresados con respecto al valor declarado
y teniendo en cuenta todas las determinaciones realizadas por TXRF en dichos materiales a
lo largo de la tesis completa. Se calculd el coeficiente de variacion de los anélisis repetidos

para diferentes determinaciones, el mismo fue inferior a 10%.

8.2.4. Analisis de los datos

8.2.4.1. Analisis estadisticos

Se aplico el test de Shapiro-Wilks para chequear la normalidad de los datos y no se
encontraron distribuciones no normales, por lo que no fue necesario transformar las
variables antes de su analisis. Por otro lado, se hallé heteroscedasticidad en casi todos los
casos, por lo que se la incluyo en el modelo usando Infostat/E acoplado a R para realizar
andlisis de varianza (ANOVA). Cada vez que el ANOVA indico diferencias significativas

(p<0,05), se llevd a cabo una comparacion de medias mediante el test de Tukey. También
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se realizaron regresiones lineales multiples con la finalidad de detectar las variables que

determinan la acumulacion de Pb en las plantas.

8.2.4.2. Factores de translocacion y bioacumulacion

Los factores de translocaciéon (FT) y de bioacumulacion (FBC) fueron calculados de
acuerdo a la bibliografia utilizando la relacion entre la concentracion de Pb en raices y parte
aerea [FT = Cagrea / Craiz] Y la relacion entre la concentracion de Pb en la parte aérea de las
plantas y la concentracién de Pb en los suelos (Fraccién pseudototal) [FBC=Cagrea/Csuelo]
(Bu-Olayan y Thomas, 2009). Para obtener la concentracion de Pb en la parte aérea, los
valores encontrados para las hojas y tallos se multiplicaron por la biomasa (BioM) total de
cada dérgano y fueron sumados entre si. El resultado se dividié por la biomasa total de los

organos aéreos (tallos méas hojas):

Caérea = (Choja X BiOMhoja) + (Ctallo X BiOMtallo)/(BiOMhoja + BiOIVltallo)

8.3. Resultados

8.3.1. Suelo

Los resultados encontrados para pH, CE, %MO y el tamafio de grano (con y sin MO) se
muestran en la Tabla 8.1. Las variables pH, CE, y tamafio de grano presentaron interaccion
estadistica entre los sitios de muestreo y los compartimentos del suelo, por lo que el analisis

de la varianza (ANOVA) se realiz6 integrando ambos factores.

Como tendencia general, todos los sitios estudiados presentaron valores de pH de suelo
inferiores a 7, los mas acidos fueron los de los sitios 5 y 3, principalmente en el suelo bulk,
si bien el suelo de la rizosfera de T. minuta también mostré valores bajos de pH. Por otro
lado, los suelos menos &cidos fueron los de los sitios 1 y 2, mientras que los sitios restantes

presentaron valores de pH intermedios.

En cuanto a los valores de CE, los mismos rondaron los 100 + 40 us cm™ en la mayoria
de los sitios, con pocas excepciones, como los suelos bulk en los sitios 4 y 6, que
presentaron valores bajos, y la rizosfera de T. minuta en el sitio 5 que presento altos valores

de CE coincidente con su bajo pH.
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El tamano medio de grano mostrdé valores entre 18,9 um y 49,5 um, sin que se
observara una tendencia clara en relacion con los sitios o con los compartimentos del suelo.
Para la rizosfera de T. minuta se evalu6 la capacidad de aglomeracion de la materia
organica, para lo cual se analizé el tamafio de grano con y sin materia organica (Tabla 8.1.).

En los sitios 1, 2 y 3 no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
el tamafio de grano medido con materia organica o sin ella, por lo que la capacidad de
aglomeracion de ésta no fue detectable. Sin embargo, en los sitios 4, 5 y 6 si se encontraron
diferencias significativas para el tamafio de grano entre el analisis realizado en suelos que
contenian materia organica y aquellos en los que ésta se habia eliminado. En estos sitios se
calculé la capacidad de aglomeracion de la materia organica como la diferencia entre el
tamafio promedio de grano determinado con materia organica y el medido luego de la
eliminacion de la misma, encontrandose que en el caso mas extremo (sitio 6) la materia
organica incrementa en 32,6 pum el tamafio promedio de los granos del suelo, lo cual
corresponde a un valor 168% mas alto que el obtenido para el mismo suelo sin la presencia

de materia orgénica.

Los resultados correspondientes a %MO mostraron diferencias significativas entre
sitios, siendo los sitios 4 y 6 los que mayores porcentajes de materia organica presentaron.
Esto confirmaria que la capacidad de aglomeracion de las particulas del suelo puede
relacionarse con el contenido de MO. Por otra parte, la rizosfera de B. pilosa mostré %MO

mas elevados que los suelos bulk y de la rizosfera de T. minuta.
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Tabla 8.1. Valores promedio + desvios estdndar y resultados de ANOVA para las variables pH, porcentaje de materia organica
(%MO), conductividad eléctrica (CE), tamafio de grano con y sin materia orgéanica y célculo de la aglomeracion de granos por la
presencia de materia orgénica, correspondiente a los compartimientos del suelo (bulk y rizosfera de T. minuta) en los sitios de estudio
en Bouwer, Cordoba, Argentina.

N _ oH CE (us em™) Tamafio de Tamafio de Aglomeracion
Sitio Compartimento *) %MO (%) Grano (pm) grano-MO organica
(***) (um) (pm)

1 Bulk 6,8+0,1a 141 B 83+12 ¢ 252 ¢ - -
Riz (B. pilosa) 7,0£0,1a 18,1+0,2 B 113+27 ¢ 27,8+0,2 ¢ - -
Riz (T. minuta) 6,78+0,04 a 14+2 B 80+17 ¢ 27+3 ¢ 35+4 g™

2 Bulk 6,68+0,01 b 16+3 B 62+12 c 31+l b - -
Riz (B. pilosa) 6,8+0,2a 23+5B 157+37 b 322 b - -
Riz (T. minuta) 6,8+0,1 a 17+1 B 89+12 ¢ 31+7b 42+6 1™

3 Bulk 5,8+0,6 e 11,0+0,2 B 10461 c 31,0£0,4b - -
Riz (B. pilosa) 6,2+0,2 d 14+1 B 82127 ¢ 31,70+0,01 b - -
Riz (T. minuta) 5,96+0,03 e 12+1 B 72+14 ¢ 49,2+0,4 a 43+3 -6"™

4 Bulk 6,13+0,01 d 251 A 46+3d 48+1 a - -
Riz (B. pilosa) 6,2+0,1d 3747 A 140419 b 21,0+0,4d - -
Riz (T. minuta) 6,40,2 C 29+4 A 103+2 ¢ 20+1 d 41+1 217

5 Bulk 4,8+0,6 f 15+3 B 11745¢ 21+1d - -
Riz (B. pilosa) 6,23+0,05 d 2619 B 95+27 ¢ 26,7+0,7 c - -
Riz (T. minuta) 5,62+0,05 f 18+1 B 510+48 a 28+3 ¢ 4443 16"

6 Bulk 6,5£0,1 ¢ 17+1bB 40+4d 25,240,2 ¢ - -
Riz (B. pilosa) 6,6+0,1c 22+4b B 5742 ¢ 28+3 ¢ - -
Riz (T. minuta) 6,41+0,01 ¢ 28+t1aA 6942 c 19,4+0,6 d 52+7 32,6"

Bulk (**)
ANOVA? Interaccion Riz-Bp (*) Interaccién Interaccién
Riz-Tm (***)
ANOVA® Interaccion sitio 6 (*) Interaccién Interaccién

Letras diferentes indican diferencias significativas. Niveles de significancia: ns, no significativo, * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001. Para %MO, las letras
mayUsculas corresponden a la comparacion entre sitios (ANOVAa), y las minasculas a la comparacion entre compartimentos dentro de cada sitio (ANOVADb,
solo se presenta en el caso significativo: sitio 6). Para las variables con interaccion se realizé un unico ANOVA con letras minasculas. La aglomeracién se calcul6
como diferencia en el tamafio de grano con y sin MO cuando estos valores fueron significativamente diferentes. Abreviaturas: Riz-Bp: suelo rizosférico de B.
pilosa; Riz-Tm: suelo rizosférico de T. minuta.

216



En la Tabla 8.2. se presentan los resultados de la concentracion pseudototal de Pb, Cu y
Zn en los suelos estudiados en la localidad de Bouwer. Las concentraciones de Cu y Zn se
encontraron dentro de los limites permitidos por la legislacion argentina para los usos
agricola, residencial e industrial del suelo (Argentina, 1993). No obstante, los valores
encontrados en este muestreo fueron algo superiores a los observados para la fraccion
pseudototal de los mismos metales en el Capitulo 1 en los sitios comunes. Esto
posiblemente se relacione con los métodos de medicion empleados ya que las
determinaciones se realizaron con metodologias diferentes en cada caso (Espectrometria de
Absorcién Atomica de llama en el Capitulo | y Fluorescencia de Rayos X - Reflexidn total,
en este capitulo). Por otra parte, la distribucion espacial de Cu y Zn pseudototales en el area
de estudio fue relativamente homogénea, sin diferencias significativas entre la mayoria de
los sitios ni entre los compartimentos del suelo. Se observo Unicamente una concentracion
ligeramente mas elevada en el contenido de Cu en la rizosfera de T. minuta del sitio 3, y un
déficit de dicho elemento en los suelos rizosféricos de ambas especies en el sitio 6. Para Zn
se encontraron valores mas altos de concentracion en la rizosfera de B. pilosa de los sitios 1
y 2. Estas ligeras fluctuaciones en el contenido de dichos elementos pueden estar dentro de

la variabilidad natural de los suelos (Wopereis et al., 1988).

Para las concentraciones de Pb pseudototal, todos los sitios superaron el limite que fija
la legislacion para suelos de uso agricola (375 mg kg™ PS), la mayoria de los sitios
superaron el limite de uso residencial (500 mg kg™ PS), y varios (1, 2, 3, 5) superaron
también los limites fijados para uso industrial (1000 mg kg™ PS). Estas concentraciones
inusualmente elevadas revelan la contaminacion por Pb en el area de estudio (Salazar y
Pignata, 2014), y permiten explicar los altos valores de desviacion estandar para dicho
metal en los suelos estudiados. Por otra parte, la concentracion de Pb pseudototal en suelos
presentd interaccion estadistica entre los factores “sitio” y “compartimento”. La
comparacion de medias mostr6 que los sitios 2 y 5 presentaron concentraciones
significativamente méas altas de Pb que el resto de los sitios estudiados en los tres
compartimentos, con un valor maximo alcanzado en el suelo bulk del sitio 5 (6990 mg kg™
PS).

En la Figura 8.2. se muestran los resultados para la distribucion de Pb (A), Zn (B) y Cu

(C) en las 5 fracciones de suelo analizadas, después de la extraccion secuencial de dichos
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metales. Los resultados para la concentracion de Pb en la fraccion 1 mostraron interaccion
estadistica entre los sitios y compartimentos del suelo. Los valores mas elevados para el Pb
biodisponible (fraccion 1) se hallaron en los suelos bulk del sitio 5, en el suelo bulk y
también en el rizosférico de T. minuta en el sitio 2 y en el bulk del sitio 3. La concentracién
de Pb en la fraccion 2 no mostrd interaccion entre los factores, y solo el factor “sitio”
presentd diferencias significativas. En esta fraccién todos los sitios mostraron similares
concentraciones para el contenido de Pb, excepto el sitio 5 que presentd concentraciones
significativamente mas elevadas. Es importante sefialar que los metales extraidos en las
fracciones 1 y 2 comprenden los potencialmente disponibles para los organismos,
especialmente para las plantas. En este contexto resulta importante haber detectado que
estas dos fracciones en los sitios 2, 3 y 5 representaron entre el 25 y 50% del contenido
total de Pb en suelos (fraccion pseudototal), mientras que la fraccion 3 concentrd la
mayoria de Pb pseudototal del suelo en los demas sitios estudiados (Fig. 8.2.A). Estos
resultados no solo muestran las diferencias en la biodisponibilidad del metal entre los sitios,

sino que ademas indican su origen (geogénico o0 antropico).

El contenido de Pb en la fraccion 3 mostro interaccion estadistica entre los factores
“sitio” y “tipo de suelo”, con maximos valores en los suelos rizosféricos de T. minuta en los
sitios 2 y 5, seguidos de los demas compartimentos de esos mismos sitios. Finalmente el
resto de los sitios presentaron valores de concentracion similares entre si e inferiores a los
antes citados. La fraccion 4 también presentd interaccion entre los factores, con una
concentracion de Pb significativamente mayor en los sitios 2 y 5, siendo mas importante en
la rizosfera de T. minuta del sitio 2 y en la de B. pilosa del sitio 5. Por ultimo la
concentracion de Pb en la fraccion 5, también con interaccion, fue relativamente baja en
todos los sitios estudiados al compararla con las otras 4 fracciones, salvo en el sitio 6 donde

se encontraron los mayores niveles de concentracion del metal en esta fraccion.

Las concentraciones de Cu y Zn en las distintas fracciones del suelo (Fig. 8.2. By C
respectivamente), al igual que se observd en la fraccion pseudototal de estos metales,
fueron muy similares en todos los sitios, no obstante se encontraron algunas diferencias
significativas. Las muestras con mayor concentracion de Cu en la fraccion 1 fueron las de
rizosfera de B. pilosa en el sitio 3 y la de rizosfera de T. minuta en el sitio 4. Buffa y Ratto

(2005) estudiaron la concentracion de Cu y Zn en fraccion disponible del suelo en la
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provincia de Cordoba mediante una extraccion con DTPA, comparable a la fraccion 1 de
esta tesis. Los resultados encontrados por estos autores en suelos superficiales de la region
“Pampa Loessica Alta, subregion pampeana”, en donde se encuentra Bouwer, fueron 1,6
mg kg™ para Cu y 0,9 mg kg™ para Zn. Estos valores son menores a los encontrados en esta
tesis aunque se encuentran en el mismo orden de magnitud. Para la fraccion 2, los valores
maximos de Cu se encontraron en los suelos bulk de los sitios 4 y 5. En el contenido de Cu
de la fraccién 3 no hubo incidencia del sitio, pero si del compartimento, encontrandose una
tendencia significativa, repetida en todos los sitios, que muestra un decaimiento desde el
suelo bulk hacia el de la rizosfera. Esto podria indicar una marcada incorporacion de este
elemento en las especies estudiadas, lo cual reduciria significativamente la concentracion
de Cu en suelo en torno a la raiz, pero también muestra que las plantas estudiadas tienen
acceso a la fraccion 3 de este elemento (unida a 6xidos de Fe y Mn). En cuanto a Zn, la
mayor concentracion en la fraccion 1 se encontro para la rizosfera de B. pilosa en los sitios
1y 3;y la més alta concentracion de Zn en la fraccion 2, se encontré para la rizosfera de T.

minuta en el sitio 3.

Paralelamente a los analisis de la varianza (ANOVA) realizados en esta parte del
estudio, se calcularon los coeficientes de correlacion de Spearman entre las concentraciones
de los tres elementos en las cinco fracciones, no habiéndose encontrado correlaciones

significativas que muestren una asociacion entre la dindmica de estos metales en el suelo.
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Tabla 8.2. Concentracion de los metales pesados Pb, Zn'y Cu (fraccion pseudototal) en los compartimentos del suelo (bulk y
rizosfera de Bidens pilosa y de Tagetes minuta) en suelos préximos a una fundicién de plomo en Bouwer, Cérdoba, Argentina.

ANOVA comparando los resultados entre sitios y compartimentos.

Sitio Compartimento Pb (pg g™ PS) Cu (pg g~ PS) Zn (pg g PS)
1 Bulk 4724266 ¢ 6919 b 3919 b
Riz (B. pilosa) 1638+410 ¢ 4417 b 72+10 a
Riz (T. minuta) 494+120 c 375 b 30+6 b
2 Bulk 26861406 b 66+7 b 64+11 b
Riz (B. pilosa) 2835+195 b 51+2 b 100+14 a
Riz (T. minuta) 46671600 b 55419 b 38+12 b
3 Bulk 1378+300 c 41+8 b 50+12 b
Riz (B. pilosa) 1040£145 ¢ 321 b 42+10 b
Riz (T. minuta) 845+136 ¢ 788 a 5419 b
4 Bulk 685+411 ¢ 64+6 b 44+10 b
Riz (B. pilosa) 796£312 ¢ 60+4 b 304 b
Riz (T. minuta) 360+162 ¢ 52+10 b 4814 b
5 Bulk 69901628 a 57£9 b 32411 Db
Riz (B. pilosa) 4429+583 b 50+11b 56+16 b
Riz (T. minuta) 4125+ 632 b 3610 b 51+14 b
6 Bulk 8581151 c 52+8 b 4513 b
Riz (B. pilosa) 8394412 ¢ 17+ 9¢c 40£7 b
Riz (T. minuta) 703£207 ¢ 18+l c 34+12 b
ANOVA * ***k *

Los valores en las columnas con letras iguales difieren significativamente a un nivel de p < 0,05. Hubo interaccidn estadistica para los tres elementos.
Niveles de significancia: ns, no significativo, * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001. Abreviaturas: Riz-Bp: suelo rizosférico de B. pilosa; Riz-Tm: suelo

rizosférico de T. minuta.
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Figura 8.2. Resultados de la extraccion secuencial de metales pesados en suelos
contaminados con Pb de Bouwer, Cérdoba, Argentina. A) Concentraciones de Pb en

las fracciones (1 a 5) del suelo.
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Letras diferentes indican diferencias significativas con p<0,05 (*), p<0,01 (**) o p<0,001 (***). El
ndmero de cada serie representada indica la fraccién de suelo estudiada. Las fracciones 1; 3; 4y 5
presentaron interaccion estadistica, la fraccién 2 sélo present6 diferencias significativas para el factor
“sitio”. El color de las letras indica la serie para la cual corresponde el analisis realizado.
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Figura 8.2. (Continuacion). Resultados de la extraccion secuencial de metales pesados
en suelos contaminados con Pb de Bouwer, Cordoba, Argentina. B) Concentraciones
de Cu en las fracciones (1 a 5) del suelo.
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Letras diferentes indican diferencias significativas con p<0,05 (*), p<0,01 (**) o p<0,001 (***). El
ndmero de cada serie representada indica la fraccién de suelo estudiada. Las fracciones 1; 2; 4y 5
presentaron interaccion estadistica, la fraccion 3 sélo present6 diferencias significativas para el factor
“compartimento”. El color de las letras indica la serie para la cual corresponde el analisis realizado.
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Figura 8.2. (Continuacion). Resultados de la extraccion secuencial de metales pesados
en suelos contaminados con Pb de Bouwer, Cordoba, Argentina. C) Concentraciones
de Zn en las fracciones (1 a 5) del suelo.
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Letras diferentes indican diferencias significativas con p<0,05 (*), p<0,01 (**) o p<0,001 (***). El
namero de cada serie representada indica la fraccion de suelo estudiada. Todas las fracciones
presentaron interaccién estadistica. El color de las letras indica la serie para la cual corresponde el
anélisis realizado.

En relacion a los resultados obtenidos en el estudio de la diversidad bacteriana de los
suelos, la misma fue similar en los seis sitios analizados y en los tres compartimentos,
habiéndose detectado entre 4 y 6 bandas por muestra (Figura 8.3.). Sélo en el sitio 5 se
observé una diversidad significativamente mayor, con 10 bandas, en la rizosfera de T.
minuta, resultado importante pues dicho sitio, el mas cercano a la fundicion, fue el que
presentd las mayores concentraciones de Pb en suelo. Cabe destacar que los suelos de este

sitio presentaron, también, los valores mas altos de conductividad eléctrica, resultado que
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se asocia con una mayor concentracion de electrolitos solubles. Estos resultados indicarian
que los microorganismos presentes en ese sitio podrian favorecer la disolucion y movilidad
de los metales. Por otro lado, en este sitio la rizosfera de T. minuta mostré concentraciones
de Pb y Cu en la fraccion psudototal, inferiores a las de estos metales en el bulk, (Figuras
8.2. Ay B), reduccion asociada con la disminucion de las concentraciones en las fracciones
1y 2. Integrando los resultados de la extraccion secuencial de metales en suelos, los de
diversidad microbiana y los de conductividad eléctrica, con los resultados encontrados en
capitulos anteriores para cada uno de los experimentos de acumulacion y translocacion de
metales en las especies estudiadas, se sugiere que los microorganismos presentes en el
suelo del sitio 5 participarian activamente en la movilizacion del Pb. Fenémeno que se ve
reflejado en los mayores niveles de acumulacion de Pb en la raiz y que se relaciona con la

disminucion en la concentracion del metal en las fracciones 1 y 2 del suelo rizosférico.

Por otro lado en las corridas electroforéticas (Figura 8.3.), se observaron dos bandas
que estuvieron presentes en todas las muestras (todos los sitios y todos los
compartimentos), indicando la presencia de dos especies de bacterias que toleran

concentraciones extremas de Pb en suelo.
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8.3.2. Biomasa y metales pesados en plantas

En la Figura 8.4. se presentan los resultados de la produccion de biomasa en plantas de
Tagetes minuta y Bidens pilosa colectadas en los sitios 1 a 6 de la localidad de Bouwer,
Cordoba. T. minuta mostrd diferencias significativas en la produccién de biomasa seca
entre los sitios de muestreo con el siguiente orden, tanto en hojas, como en tallo y raices: 4,
6> 1, 3,2>5. Laproduccion de biomasa en hojas, tallo y raiz de B. pilosa también mostro
diferencias significativas entre los sitios, siendo el orden en este caso: 1,4 >6 > 2, 3, 5.

En la Figura 8.5. (A) y (B) se muestran los resultados para la produccion de biomasa de
T. minuta (A) y B. pilosa (C) en relacion a la concentracion creciente de la fraccion 1 de Pb
en suelos. En dicha figura puede apreciarse que a mayor contenido de Pb en la fraccion 1
del suelo el desarrollo de biomasa de ambas especies se redujo en los tres drganos
estudiados, es decir que el metal introdujo un efecto inhibitorio en el crecimiento de las
mismas. En presencia de concentraciones de Pb en la fraccion 1 del suelo superiores a 50
mg kg™, B. pilosa presentd, en todos los casos, una biomasa foliar inferior a 1 g por planta,
mientras que T. minuta presentd una biomasa foliar superior a 2 g por planta cuando la
concentracién en suelo era de 250 mg kg™ y superior a 1 g por planta cuando la
concentracion en suelo era de 800 mg kg™. Esta misma diferencia relativa entre las especies
se repite para el caso de la biomasa de tallo. Es decir que al comparar las especies entre
ellas, T. minuta mostré un mayor nivel de tolerancia al Pb biodisponible en suelo que B.

pilosa.
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Figura 8.4. Produccién de biomasa por planta de Tagetes minuta y Bidens pilosa
cuando crecen en suelos con concentraciones crecientes de Pb (pseudototal).
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Letras diferentes indican diferencias significativas con p<0,05 (*), p<0,01 (**) o p<0,001 (***). El color

de las letras indica el 6rgano para la cual corresponde el analisis.
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Figura 8.5. Produccién de biomasa por planta de Tagetes minuta (A) y Bidens pilosa
(B) cuando crecen en suelos con concentraciones crecientes de Pb en la fraccion
biodisponible (fraccion 1).
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Los resultados de la concentracion de Pb, Zn y Cu en los distintos 6rganos de plantas
de T. minuta (A), y B. pilosa (B) que crecen en los sitios 1 a 6 de la localidad de Bouwer,
se muestran en la Figura 8.6. En ambas especies las concentraciones de Pb en los tres
organos presentaron el mismo patron, alcanzandose mayores concentraciones en éstos en
los sitios 2, 3 y 5. Para Cu los resultados fueron similares en ambas especies en todos los
sitios y s6lo se detectaron diferencias significativas para B. pilosa en hojas, las que
presentaron mayores concentraciones de Cu en los sitios 4 y 6, coincidiendo estos con los
de menores valores de concentracion de Pb. Las concentraciones de Zn en los distintos
6rganos mostraron diferencias significativas entre sitios con valores superiores en tallos de
T. minuta para los sitios 2, 3, 5, y 6; y en raices de B. pilosa en los sitios 2 y 5, donde esta
especie mostro, al mismo tiempo, los mayores niveles de Pb. Ambas especies acumularon

plomo principalmente en raices, seguido de tallos y finalmente de hojas.
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Figura 8.6. A) Concentraciones de Pb, Zn y Cu en hojas, tallos y raices de Tagetes
minuta cuando crece en suelos con distintas concentraciones de Pb (pseudototal).
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sitios para cada 6rgano y cada metal. ns: no significativo
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Figura 8.6. (Continuacién). B) Concentraciones de Pb, Zn y Cu en hojas, tallos y
raices de Bidens pilosa cuando crece en suelos con distintas concentraciones de Pb
(pseudototal).
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Letras diferentes indican diferencias significativas con p<0,05 (*), p<0,01 (**) o p<0,001 (***) entre
sitios para cada 6rgano. ns: no significativo.

En cuanto a la extraccion total de plomo por planta y su distribucién entre los distintos
organos, T. minuta extrajo mas Pb que B. pilosa fundamentalmente en los sitios 2 y 3
(Figura 8.7.). T. minuta presentd diferencias significativas entre los sitios para la
acumulacion de Pb en hojas (3> 2, 4,1,5,6) yentallo (3, 2>5, 4, 6, 1). Esto se tradujo
en una extraccion total de Pb por planta significativamente mayor para T. minuta en los
sitios 2 y 3 (Figura 8.7.). Los resultados del ANOVA entre los sitios para B. pilosa
indicaron diferencias significativas de los niveles de Pb en raiz, tallo y hoja, aunque la

tendencia no fue la misma en los tres 6rganos integrados, la extraccién total de Pb por
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planta de B. pilosa fue superior en los sitios 2, 3 y 5, debiéndose principalmente a una

mayor acumulacion localizada en la raiz (Figura 8.7.).

Figura 8.7. Extraccién de Pb por planta en Tagetes minuta y Bidens pilosa cuando
crecen en suelos con distintas concentraciones de Pb (pseudototal) en Bouwer.
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Letras diferentes indican diferencias significativas con p<0,05 (*), p<0,01 (**) o p<0,001 (***) para la
cantidad de Pb extraida en cada 6rgano por cada especie entre los diferentes sitios. ns: no significativo.
Los colores de las letras indican el 6rgano que corresponde al analisis.

8.3.3. Factores de bioacumulacion y de translocacion

Los resultados para los factores de bioacumulacién (FBC) y de translocacion (FT R-A)
calculados para T. minuta y B. pilosa se muestran en la Tablas 8.3. y 8.4. respectivamente.
En su interpretacion un valor de FT > 1 indica una eficaz translocacion del metal desde la
raiz a la parte aérea; mientras que un valor de FBC > 10 indica que estamos ante una
especie hiperacumuladora, un valor de FBC > 1 frente a una especie acumuladora y un
FBC < 1 ante una especie exclusora del metal en estudio (Bu-Olayan y Thomas, 2009). El

FBC se calcul6 utilizando la concentracion de Pb pseudototal en suelos como lo indica la
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bibliografia. La concentracion del metal en esta fraccion corresponde a la forma en que se
legislan los niveles de plomo segun los distintos usos del suelo. Ninguna de las especies
mostré un comportamiento que permita considerarlas acumuladoras, segun los FBC

calculados de acuerdo a la bibliografia.

Un resultado similar arrojaron los FT R-A calculados, ya que ninguna de las especies
translocé eficientemente Pb desde la raiz hacia la parte aérea. Sin embargo, este resultado
contrasta con los resultados encontrados en la distribucién de plomo en los distintos
6rganos de las especies estudiadas (Figura 8.7.), donde B. pilosa mostré una acumulacion
del 60% del Pb extraido del suelo en la parte aérea, porcentaje que en T. minuta superé el
70%. Por esta razon, consideramos que los Factores de Translocacion propuestos por la
bibliografia no reflejan la capacidad que posee una especie vegetal para extraer plomo del
suelo. Esta discrepancia con la bibliografia se sustenta en que es incorrecto referir la
extraccion de un metal del suelo en términos de “concentracion” del metal cuando las
matrices de los dos sistemas son diferentes. Es decir, una especie puede presentar una baja
concentracion de un metal en sus Organos aereos y sin embargo, debido a la elevada
produccién de biomasa, ser una eficiente extractora del mismo. Por otra parte, y en relacion
al FBC, un metal medido en la fraccion pseudototal puede presentar elevadas
concentraciones en suelo y estar mayoritariamente en formas quimicas no disponibles para

las plantas.

Por lo anteriormente citado, consideramos que los factores de translocacion y de
bioacumulacion, ampliamente utilizados en la Bibliografia no son apropiados en la
evaluacion de la capacidad fitoextractora de especies potencialmente acumuladoras de

metales pesados, aptas para su empleo en la fitorremediacion de suelos contaminados.

Con la finalidad de resolver estas discrepancias calculamos la masa del metal extraida
del suelo por planta en relacién a la fraccion biodisponible del mismo en suelos (fraccion
1), y determinamos la masa del metal que se translocadesde un érgano a otros en vez de
emplear la medida de su concentracion. La transformacion de la concentracién en masa
neta del metal extraido o translocado reflejo fidedignamente la cantidad del metal que era

extraido del suelo en cada caso y cuénto se translocaba desde la raiz a los 6rganos aéreos.
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Asi, los resultados obtenidos nos permiten proponer dos nuevos factores, relacionados

éstos con la capacidad que poseen las distintas especies vegetales tanto para extraer un

metal de suelo como para translocarlo dentro de la planta:
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1. Factor de Bioextraccion

FBE = Chojas . BiOMhojas + Ctallo 'BiOMtallo

CFracci 6n 1 Suelo Rizosf érico

donde C es la concentracién de un metal pesado en hojas, tallo, raiz o en la fraccion
1 del suelo rizosférico de esa especie vegetal, en ug. g* PS y BioM es la biomasa de

esos organos (g PS).

Este factor se propone en reemplazo del factor de bioconcentracion (FBC), el que
se calcula como el cociente entre la concentracion del metal en la parte aérea de la
planta (tallos y hojas) y la concentracion del mismo metal en la fraccion pseudototal del
suelo. Una de las deficiencias del FBC para evaluar la capacidad fitoextractora de una
especie, es que no tiene en cuenta la biomasa producida por las plantas. Por otra parte,
en suelos donde la concentracion del metal es baja 0 moderada el FBC funciona
relativamente bien, pero en suelos con elevadas concentraciones del metal, incluso las
especies que acumulan cantidades sorprendentemente elevadas del mismo presentan
valores muy bajos de FBC. Otra limitante del FBC es que no es representativo de las
diferencias en la capacidad que presentan las distintas especies para producir biomasa
en condiciones de estrés por metales pesados, criterio de fundamental importancia para
definir la eficiencia fitoextractora de una especie. Por altimo, consideramos que la
masa de metal extraido por una planta no se relaciona con la concentracién pseudototal
del metal en el suelo, sino con la concentracion del mismo en la fraccion
intercambiable o movil (fraccion 1). Atendiendo a estos puntos criticos sobre el FBC,
la propuesta del Factor de Bioextraccion se sustenta entonces, en la valoracion de la
eficiencia de una especie vegetal para su empleo en fitorremediacion de suelos
contaminados, definida ésta en términos de la masa neta de metal que una planta puede
extraer en su parte aérea a partir de la cantidad del metal disponible que se encuentre en

el suelo rizosférico con el que interactue.



Tabla 8.3. Factor de bioacumulacion (FBC) en relacion a la concentracion de Pb en
suelo (pseudototal y fraccion 1) y Factor de Bioextraccion (FBE) (Valores medios *
desvio estandar) para Tagetes minuta y Bidens pilosa cuando crecen en suelos
contaminados en Bouwer, Cordoba.

Tagetes minuta Bidens pilosa
Sitio FBC FBE FBE FBC FBE FBE

(Pseudo-total)  (Pseudo-total) (Fraccién 1) (Pseudo-total) (Pseudo-total) (Fraccion 1)
1 |0,018+0,002 0,09+0,03 19+0,99 | 0,007+0,004 0,05+0,01 5,35+0,32
2 |0,01+0,0004 0,06+0,03 1,13+0,82 | 0,009+0,008 0,05+0,03 2,12+0,44
3 0,06+0,01 0,30+0,04 2,07+1,04 | 0,04+0,0004 0,15+0,02 1,59+0,59
4 0,02+0,009 0,33+0,19 3,30+0,68 | 0,016+0,0003 0,10+0,04 546272
5 |0,012+0,004 0,03+0,02 0,33+0,14 | 0,008+0,003 0,03+0,01 0,48+0,43
6 |0,011+0,003 0,06+0,00 1,23+0,80 | 0,013+0,001 0,07+0,05 2,91+1,82

2. Factor de Transferencia Total desde la raiz a la parte aérea de la planta (FTT R-A):
el mismo se basa en la masa del metal que se transloca desde la raiz a la parte aérea.

Se calcula de la siguiente manera:

FTT R-A:

Chojas -BiOMhojas + Ctallo -BiOMtallo

FTTR - A = -
Cral'z-BLOMral'Z

donde C es la concentracion de un metal en hojas, tallo o raiz en pg. g™ PS y BioM es
la biomasa de esos drganos (g PS). Este factor refleja la tasa de extraccion de una planta en
la parte aérea ya que tiene en cuenta la masa de metal extraida en funcion de la biomasa de
las plantas. Este factor se propone en reemplazo de los factores de translocacion que se
emplean hasta el momento, y como se explicé para el FBE, este nuevo factor no tienen en
cuenta concentracion sino masa del metal translocada por planta. Los FT citados en
bibliografia, al considerar concentraciones, pueden indicar que una especie es mas eficiente
como acumuladora y translocadora de metales cuando en realidad, extrae y transloca una
cantidad absoluta méas pequefia del metal. Por otra parte, la concentracion de un metal en
los distintos 6rganos de la planta, si bien representa una medida de la cantidad del mismo
en relacion a una unidad de masa del tejido vegetal, no indica la masa de ese metal (g) que

fue extraida del suelo.
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El factor de transferencia total propuesto (FTT) fue calculado con los datos obtenidos
en este estudio y fue comparado con los FT calculados segun la bibliografia. Los resultados
se presentan en la Tabla 8.4. y muestran que el FTT, asi como mostraba el anélisis de los
factores individuales analizados en este capitulo, permite determinar que T. minuta y B.
pilosa translocan eficientemente el Pb absorbido por las raices a la parte aérea, lo cual es
coherente con la Figura 8.7.

Tabla 8.4. Factor de translocacion (FT) y Factor de Trasferencia Total (FTT) (Valores

medios + desvio estandar) para Tagetes minuta y Bidens pilosa cuando crecen en
suelos contaminados en Bouwer.

Tagetes minuta Bidens pilosa

.. FT FTT FT FTT
Sitio o . o o

(raiz-aéreo) (raiz-aéreo) (raiz-aéreo) (raiz-aéreo)
1 0,93+0,75 7,2+4,58 0,44+0,36 3,49+1,33
2 0,16+0,09 2,05+1,86 0,09+0,04 0,79+0,65
3 0,40+0,17 3,78+1,98 0,23+0,04 1,0340,13
4 0,39+0,1 2,28+1,06 0,46+0,17 6,23+2,79
5 0,15+0,03 1,04+0,07 0,17+0,12 1,19+0,82
6 0,39+0,16 3,17+0,79 0,52+0,42 3,52+4,45

8.4.  Discusion

Al comparar todas las variables que tradicionalmente se estudian en suelos por su
asociacion con la movilidad del Pb en los mismos, su extraccion y la translocacion de éste
en las plantas, cabria esperar que los sitios 2 y 5 sean los mas favorables para la
acumulacion de Pb en plantas fitoextractoras. Los suelos de estos sitios presentaron
menores valores de pH, elevada CE, mayor disponibilidad de Pb, y mayor diversidad de
microorganismos. Mas aln, si en una primera aproximacion se analizan sélo los datos de
suelo, pareciera que el contenido de Zn y Cu en estos no es fundamentalmente importante
ya que no varia significativamente entre sitios 0 compartimentos. Sin embargo, el analisis
de los tres metales en las plantas, mostré que las diferencias significativas en la
concentracion de Pb entre los sitios se repetian con la misma tendencia para Zn, y de
manera inversa para Cu. Teniendo esto en cuenta, se realizaron regresiones lineales

multiples con todo el conjunto de datos (Tabla 8.5.).
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Tabla 8.5. Regresiones lineales multiples para la concentracion de Pb en raiz, tallo y
hoja para la extraccion total de Pb por planta (ET Pb/pl) integrando los resultados
obtenidos para T. minuta y B. pilosa.

Modelo R? N
PD Rar, 0,38" Pbe + 0,07 Pbg, 065 24
17 + 0,117 Pbgai, + ™ Znrane+0,25" -12.82" -
PD Taiio 85,5 0, Praiz + 0,35 NTaot0,25 Cugy 8 0,89 o4
pH
PD Hojas 0,44 Pbrano— 0,01 Pbg, + 0,83 Zng, — 0,27 CUTaio 0,85 24

113,8° +0,22”° Pbr; -1,13° Zngs 0,37 CE +1,67

* - 5 24
ST PO 2 i5#4,32" Zae-2,76" Curaio- 2,63 Cu oo

Niveles de significancia: ns, no significativo, * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001. El subindice en el
simbolo del metal indica la concentracion del mismo en ese 6rgano. El subindice F1, F2 o F3 en el
simbolo de un metal indica la concentracién del mismo en las fracciones 1, 2 o 3 del suelo
respectivamente.

Los resultados muestran que la concentracion de Pb en la raiz se relaciona de manera
directa con el contenido de Pb en las fracciones 1 y 2 del suelo, siendo independiente de las
concentraciones de otros metales o de las variables fisico-quimicas del suelo. Por otra parte,
la concentracion de Pb en los tallos fue directamente proporcional a la concentracion de Pb
en la raiz, a la concentracion de Zn en el tallo, a la concentracion de Cu en la fraccion 1 del
suelo, y a la acidez del mismo, lo que indica que la translocacién de Pb desde la raiz al tallo
estd mediada por el contenido de otros metales, no solo en la planta sino también en el
suelo. Ademas, la concentracién de Pb en las hojas fue directamente proporcional a la
concentracion de Pb en tallos, y al contenido de Zn en la fraccion 2 del suelo, mientras que
es inversamente proporcional con la concentracién de Pb en la fraccion 2 del suelo y la
concentracion de Cu en tallos. Integrando lo citado, la extraccion total de Pb por planta fue
directamente proporcional al contenido del mismo en la fraccion 1 del suelo y a la
concentracion de Zn en tallos y raices, mientras que se vio reducida por el incremento en el
contenido de Zn en la fraccion 3 del suelo, la concentracion de Cu en el tallo y las raices, y
la CE. Estos resultados sugieren que la presencia de Cu biodisponible en el suelo favorece
la absorcion de Pb por parte de las plantas, mientras que la presencia de Cu en los tejidos
vegetales limita el proceso. En el caso del Zn, la tendencia es exactamente opuesta, altos

niveles de Zn en el suelo dificultan la absorcion de Pb, mientras que la incorporacion de Zn

237



en la planta la favorece. Este es un hallazgo importante porque da una pista fundamental
para resolver la ruta metabolica utilizada por las plantas para la absorcién de Pb. Existe
abundante conocimiento sobre los mecanismos utilizados en plantas para la captacion de
otros metales pesados de suelos contaminados, tales como Cd, Zn, Cu, Ni, entre otros
(Clemens et al., 2002); pero la absorcion de Pb todavia no esta bien comprendida (Pourrut
et al., 2011). Los hallazgos de este capitulo indican que el Zn juega un rol fundamental en
la incorporacion y translocacion de Pb en las plantas, ingresando ambos metales juntos,
mientras que Cu presenta con Pb un fendmeno de competencia en la absorcion y
translocacion. De todas maneras, es importante destacar que en este caso, las
concentraciones de Cu halladas en los 6rganos vegetales superaron los valores considerados
como fitotdxicos, en la bibliografia, mientras que los de Zn estuvieron por debajo de los
limites de toxicidad (Pahlsson, 1989).

La competencia entre Pb y otros cationes se ha sefialado para Ca (Pourrut et al., 2008;
Wang et al., 2007), pero para Cu existen evidencias contradictorias (Kabata Pendias y
Pendias, 1984; Yoon et al., 2006). Mas aun, los resultados obtenidos en esta tesis indican
que la relacion entre Zn, Cu y Pb es determinante no sOlo para la etapa primera de
absorcion del Pb a nivel de la raiz, sino también para las siguientes de translocacion y
acumulacion. Teniendo en cuenta que tanto Cu como Zn son micronutrientes, y por lo tanto
todas las especies vegetales cuentan con mecanismos para la absorcion de los mismos
desde el suelo, el estudio de los mecanismos comunes que podrian involucrar al plomo,
podria ser clave en el mejoramiento de la capacidad fitoextractora de este metal por algunas

especies.

En relacién con el analisis de las deficiencias detectadas en el célculo y empleo del
factor de bioconcentracion (FBC) citado en la bibliografia como indicador de la eficiencia
fitoextractora de una especie, consideramos que la propuesta de un factor de bioextraccion
(FBE) supera estas dificultades. Los resultados obtenidos para este factor y su comparacién
con el FBC (Tabla 8.3) muestran que T. minuta se comporta como una eficiente especie
bioextractora de Pb en todos los sitios excepto el 5. Cabe destacar que esta especie
presentaba en el sitio 4 uno de los FBC maés bajos del estudio, mientras que al calcular el
FBE se encuentra que en este sitio la eficiencia fue la méas alta en términos de masa de

plomo extraida por planta. Para B. pilosa se observa el mismo fendmeno que para T. minuta
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en el sitio 4, y también puede destacarse que B. pilosa presentd una mayor eficiencia
bioextractora de Pb que T. minuta en todos los sitios a excepcion del 3. Con la finalidad de
corroborar la eficiencia del FBE propuesto se realizaron analisis de regresiones curvas
simples entre dicho factor y la concentracion biodisponible de Pb en suelos (Figura 8.8. A),
encontrandose coeficientes de correlacion elevados para ambas especies: 0,85 para T.
minuta y 0,61 para B. pilosa.

En la Figura 8.8. B, C y D se muestra la comparacion de los FBE con los FBC
calculados en las dos especies a partir de la concentracién de Pb en suelos para las
fracciones 1 y pseudototal, mediante anélisis de regresiones curvas simples. En todas las
regresiones los coeficientes R® fueron menores para los FBC que para los FBE. Esto
comprueba que el FBE revela de manera mas exacta y realista la capacidad fitoextractora

de las plantas en relacion a las concentraciones del metal en el suelo.
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Figura 8.8. Relacion entre los factores de bioextraccion (FBE) y los factores de
bioconcentracion (FBC) con la concentracion de Pb en suelos (Fraccion 1 y
pseudototal) para Tagetes minuta y Bidens pilosa cuando crecen en suelos
contaminados en Bouwer, Cérdoba. A) Regresion entre el FBE calculado con la
fraccion 1 y la concentracion de Pb en la misma fraccion. B) Regresion entre FBE
calculado a partir de la fraccion pseudototal y concentracion de Pb en suelo en la
misma fraccion.
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Figura 8.8. (Continuacion). Relacion entre los factores de bioextraccion (FBE) y
los factores de bioconcentracion (FBC) con la concentracion de Pb en suelos (Fraccion
1 y pseudototal) para Tagetes minuta y Bidens pilosa cuando crecen en suelos
contaminados en Bouwer, Coérdoba. C) Regresion entre el FBC calculado con la
fraccion pseudototal y la concentracion de Pb en la fraccion 1 del suelo. B) Regresion
entre FBC calculado a partir de la fraccion pseudototal y concentracion de Pb en
suelo en la misma fraccion.
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8.5. Conclusiones

El presente estudio demostrd que tanto la absorcion de Pb por plantas de las especies T.
minuta y B.pilosa que crecen en suelos contaminados con este metal, como su translocacion
a los tejidos aéreos, se relaciona no sélo con los parametros fisico-quimicos que
tradicionalmente se miden en suelos, sino de un modo ain mas importante con el contenido
de Zn y Cu en estos y en los 6rganos de estas especies. Los hallazgos de este capitulo
indican que Zn es un metal necesario para incorporar y translocar Pb en las plantas,
ingresando juntos ambos metales a éstas, mientras que Cu presenta fendmenos de

competencia con Pb.

Por otro lado, el andlisis de los factores tradicionalmente utilizados para definir la
eficiencia fitoextractora de una especie cuando crece en suelos contaminados con metales
pesados, mostré que estos presentan limitaciones y deficiencias. En relacion a los
resultados de este andlisis, se proponen dos nuevos factores: un factor de transferencia total
(FTT) que reemplazaria al factor de translocacion (FT); y un factor de bioextraccion (FBE)
que proponemos sea empleado en lugar del factor de bioconcentracion (FBC). Ambos han
resultado ser mas eficaces en la evaluacion fitoextractora de las especies vegetales
estudiadas en esta tesis. Los calculos de los FBE muestran que las especies estudiadas
decaen en eficiencia a medida que aumentan los niveles de Pb biodisponibe en el suelo,
siendo apropiadas para su empleo en fitorremediacion de suelos con hasta 300 mg Pb kg™
PS en la fraccion biodisponible (fraccion 1, extraccion secuencial), niveles que superan
ampliamente los fijados por la legislacion en relacion a los valores maximos de Pb en la

fraccidn pseudototal para suelos de uso agricola o residencial.
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Discusion

Esta tesis se desarrolld en el marco de una creciente preocupacion por el grave
problema ambiental que representa la contaminacion de suelos agricolas, en particular en la

provincia de Cérdoba, con plomo, un metal pesado con elevada toxicidad.

El desconocimiento de esta problematica y de sus consecuencias, por parte de los
actores involucrados han llevado a que, hasta el momento, no se tomaran medidas
tendientes a definir cudles son las actividades que se estan priorizando y se priorizaran en
relacion al uso del suelo cuando a partir de alguna de estas actividades se libera un toxico,
como lo es plomo, en suelos de uso agricola. Preocupa también la falta de politicas
ambientales tendientes a resguardar un recurso tan importante como son los suelos
agricolas, cuando existen resultados de investigaciones cientificas que muestran
concentraciones particularmente elevadas de plomo en semillas de cultivos que se producen

en la provincia de Cdrdoba, entre estos soja (Salazar et al., 2012; Rodriguez et al., 2014).

El objetivo de esta tesis fue desarrollar y aportar conocimientos en el campo de la
fitorremediacion de suelos contaminados con plomo, con la finalidad de emplear esta
metodologia para el tratamiento de suelos de la Provincia de Cérdoba, empleando especies

nativas.

En este contexto, distintas especies vegetales han sido reportadas como eficientes
fitoextractoras de Pb en otros paises, por ejemplo: Thlaspi sp., maiz, girasol, Minuartia
verna y Brassica juncea, entre otras (Blaylock et al., 1997; Clemente et al., 2005; Lim et
al., 2004; Mukhopadhyay y Maiti, 2010; Vogel-Mikus et al., 2005). No obstante, los suelos
de la provincia de Cdrdoba que en estudios previos habian mostrado elevadas
concentraciones de metales pesados, altos factores de enriquecimiento de Pb y adn la
acumulacion de éstos por los cultivos que alli crecian, no habian sido estudiados hasta el
momento con la finalidad de evaluar la factibilidad de emplear métodos que permitieran
llevar a cabo su remediacién mediante el empleo de plantas (fitorremediacion). Del mismo
modo, tampoco existian antecedentes en la exploracion de las capacidades fitoextractoras

de Pb de especies vegetales nativas o silvestres presentes en Argentina.

243



Como area de estudio se seleccion6 una zona en la localidad de Bouwer, Cordoba,
Argentina, donde funcion6 durante muchos afios una fundicién de plomo. Este sitio fue
elegido, ademas, como banco de especies vegetales nativas una vez que se encontraron en
suelos del area de estudio elevadas concentraciones de plomo. Las especies alli presentes
fueron estudiadas en términos de su tolerancia a este contaminante y eficiencia en la
acumulacién-extraccion del metal, con la finalidad de establecer si algunas de ellas podrian
ser propuestas para su empleo en la fitorremediacién de suelos contaminados por Pb, y en

qué condiciones de cultivo.

Dada la falta de informacion previa sobre las caracteristicas del suelo en el area de
estudio y su grado de contaminacion, en primer lugar se realiz6 un estudio de estos
aspectos. Los resultados del mismo se expusieron en el Capitulo | y estos permitieron
realizar la evaluacion y seleccion de especies nativas y silvestres en los términos antes
citados (Capitulo Il). Para esto se realizaron experimentos en invernadero con las especies
seleccionadas en el estudio a campo, Tagetes minuta L y Bidens pilosa L, los que tuvieron
como objetivo establecer las condiciones que pueden mejorar las tasas de extraccion por un
lado, y por otro profundizar el conocimiento sobre la incorporacion y translocacién de Pb
en especies vegetales, ya que para este metal esos aspectos no se conocen en profundidad,
tal como sucede para otros metales, también téxicos. En la evaluacion a campo de estas
variables (Capitulo VIII) en las especies estudiadas, el trabajo se enfocé en el analisis del
comportamiento de las mismas en términos de tolerancia y acumulacion de plomo en
condiciones naturales, en sitios que presentaban elevados niveles de plomo y que habian
sido empleados para uso agricola e industrial. Los resultados de este estudio permitieron
proponer nuevos factores que evallan la eficiencia de especies vegetales con potencialidad

para ser empleadas en la fitorremediacion de suelos contaminados con metales pesados.

Las variables de respuesta de las plantas se estudiaron a lo largo de toda la tesis y
fueron fundamentalmente las que permiten definir la eficacia y eficiencia de la extraccion
de plomo de suelos por plantas: crecimiento y biomasa producida, concentracion del metal
en los tejidos vegetales, el calculo de factores de translocacién, de bioconcentracién, de

transferencia del metal entre los distintos érganos y de bioextraccion neta de Pb por planta.
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A continuacion se expone un analisis integrado de los resultados encontrados a lo largo
de toda la tesis en el estudio de T. minuta y B. pilosa, en el contexto de su eficiencia y

eficacia como fitoextractoras de Pb de suelos.

Crecimiento y Biomasa

Los pardmetros utilizados para evaluar crecimiento vegetal fueron la altura de la planta
y el nimero de nudos, medidos a lo largo del tiempo en los experimentos realizados en
invernadero (Capitulos 111y VII). Lo que difirié entre estos experimentos fue la forma en
que se lograron distintas concentraciones de Pb en suelos. En uno de ellos el suelo fue
enriquecido con Pb por adicién de Pb(NO3),, mientras que en el otro se emplearon suelos
del area de estudio que presentaban un gradiente de concentracion de Pb por el
funcionamiento de la fundicién del metal. En este ultimo caso la aplicacion de auxinas no
produjo diferencias significativas en el crecimiento de las plantas cuando los suelos tenian
altas concentraciones de plomo. La comparacion entre los parametros de crecimiento en T.
minuta y B. pilosa ante los distintos tratamientos y gradientes de concentracion del metal en
suelos, mostro para T. minuta un crecimiento muy superior en altura (entre 60 y 80 cm)
cuando el suelo empleado en los experimentos de invernadero con concentraciones
crecientes de plomo era el obtenido de las inmediaciones de la fundicion, en comparacion
con la altura que alcanzaron las plantas (entre 20 y 50 cm) cuando al suelo, tambien
proveniente de Bouwer (mismo tipo de suelo, pero con bajas concentraciones de plomo), se
habia enriquecido con Pb en el laboratorio. El nimero de nudos en ambos casos fue entre 8
y 15, indicando que el desarrollo del tallo fue el parametro mas afectado en estos
experimentos, y no el foliar. Para B. pilosa, la diferencia de altura entre las plantas para los
dos experimentos no fue tan marcada, obteniéndose valores entre 60 y 100 cm para plantas
que crecieron en suelos contaminados por la fundicién y entre 50 y 80 cm para suelos
enriquecidos con Pb en el laboratorio, los valores del nimero de nudos estuvieron entre 8 y
18; y entre 10 y 15 respectivamente. Ambas especies mostraron una mayor produccion de
biomasa cuando el suelo fue enriquecido artificialmente con Pb en el laboratorio, lo que

puede estar relacionado con el aporte de nitrogeno dada la sal utilizada.
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La bibliografia informa resultados de numerosos estudios en los que se han utilizado
suelos provenientes de sitios contaminados (Braud et al., 2009; Lim et al., 2004; Murakami
y Ae, 2009) y también otros en los que el suelo se enriquece con diversas sales de Pb o del
metal que se estudie (Alexander et al., 2006; Evangelou et al., 2006; Sun et al., 2011,
Zheljazkov et al., 2006); no obstante la eleccion parece ser siempre una decision arbitraria
puesto que no se discuten las ventajas y/o desventajas de un disefio o del otro. En esta tesis
los resultados encontrados muestran que la respuesta en términos de crecimiento y biomasa
producida son muy diferentes cuando el suelo se contamina artificialmente en el
laboratorio, por lo cual para que los resultados sean comparables y, sobre todo,
extrapolables a situaciones “reales” deberian utilizarse suelos contaminados con el metal de

interés provenientes de los sitios “problema”.

Al margen del andlisis de las metodologias experimentales tratadas en los parrafos
anteriores, resulta de interés discutir los valores de biomasa obtenidos para cada especie a
lo largo de la tesis. En los experimentos realizados en invernadero la produccion de
biomasa fue dependiente del tamafio de recipiente, maceta o rizobox con los que se trabajo,
méas que de los tratamientos aplicados en cada caso (Tabla D.1) En los experimentos
descriptos en los Capitulos 111 y VII se utilizaron bandejas amplias simulando parcelas (10
kg de suelo), en los del Capitulo IV se utilizaron rizobox (100 g de suelo), y en los demas
experimentos se emplearon macetas individuales que contenian alrededor de 1,5 kg de
suelo. El error que introducen los sistemas experimentales empleados en la evaluacion de la
produccién de biomasa se comprueba cuando en los experimentos realizados a campo
(masa de suelo indefinida) los valores maximos de biomasa en estas especies superaron
varias veces los valores maximos obtenidos en los experimentos de invernadero para cada
especie. Es decir que pese a las diferencias significativas encontradas dentro de cada disefio
experimental, como tendencia general y en un andlisis global, ninguno de los factores
estudiados en los experimentos de laboratorio logré incrementar la biomasa de una manera
eficiente. Estos resultados que revisten especial importancia, deben tenerse en cuenta en el
disefio de experimentos mediante los cuales se pretenda evaluar el efecto de ciertos factores
que se esperaria promuevan el crecimiento de las plantas. Posiblemente la presion ejercida
sobre las plantas debido a la escasa disponibilidad de espacio oculte la respuesta del efecto

de los tratamientos.
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Tabla D.1. Valores minimos y maximos de biomasa seca por érgano por planta
obtenidos en los experimentos realizados a lo largo de la tesis.

Biomasa Seca (g) Valor minimo — Valor maximo

Especie  Organo Experimentos realizados en los Capitulos

| 1| i v V VI VIl VAL
Hoja - - 0,5-2 0,1-02 0102 05-1 0,3-3
Inai?ftf; Tallo - - 0,5-2 0.4-0.9 0,2-0,4 0,1-0,2 0,6-1,8 1-7

u Raiz - - 0,1-06 01-02 00501 00501 0102  0,3-2

. Hoja - - 0,8-2,5 04-2 02507 0207 0,22

4-1

B!‘Ijens Tallo - - 1535 O 052 01507 07-2 124
priosa paiz - - 0,1-06 0,1-0,45 0,05-0,3 0,05-0,1 0,1-0,3 0,2-0,4

Concentracion de Pb en Plantas y Extraccion Neta

La extraccion de Pb por T. minuta y B. pilosa oscilé ampliamente, presentando desvios
estandar muy grandes en todos los experimentos. Esto hizo que fuera muy dificil atribuir
las diferencias observadas a los factores estudiados en cada caso. No obstante fue evidente
que algunos de estos tuvieron un fuerte efecto y aun fueron los responsables de esa elevada
variabilidad, mientras que los tratamientos control permanecian con varianzas absolutas y
relativas menores. Este comportamiento se vio reflejado en la heterocedasticidad
encontrada repetidamente en los andlisis estadisticos. Por otra parte, las grandes varianzas
encontradas sugieren marcadas diferencias en el comportamiento de los individuos, éstos
respondieron a los distintos tratamientos de manera muy disimil, tanto a las
concentraciones crecientes de Pb en suelo como a la introduccion de auxinas y
biofertilizantes (Alexander et al., 2006).

En relacion a la acumulacién de Pb medida como concentracion del metal (ug g™) en
los distintos 6rganos de ambas especies, para todos los tratamientos los valores minimos
fueron encontrados, en general, en los tratamientos control y los valores maximos en
plantas que crecian en suelos con elevadas concentraciones del metal (Tabla D.2.), pero
también se encontraron valores altos de acumulacion cuando se introdujeron factores que
incidian en el crecimiento de las plantas. Si bien la comparacion de medias no permitio
obtener resultados certeros sobre el aumento en la eficiencia de extraccion cuando se
introducen cambios en las condiciones de cultivo, puede concluirse que la obtencién de una

linea de individuos de cada especie que responda de manera similar, permitiria analizar de
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un modo mas eficiente la tendencia de las méximas concentraciones de plomo encontradas
en algunas plantas de cada especie ante los distintos tratamientos (Kupper et al., 2007;
Meyer et al., 2010; Posthuma et al., 1993). El factor experimental que permitiéo comprender
el mayor incremento en la acumulacion de Pb en las dos especies fue el relacionado con la
concentracion y disponibilidad de Cu y Zn, metales esenciales para las plantas, datos
expuestos en el Capitulo VI, localizandose este efecto principalmente en la raiz y el tallo.
Los valores maximos de concentracion de Pb en hojas, excepcionalmente elevados, que se
encontraron en el estudio a campo (Capitulo I1) no fueron observados en los experimentos
de invernadero ni mediante alguna de las condiciones experimentales descritas. Esto
permitiria inferir que las condiciones naturales de cultivo de las plantas a campo favorecen
la translocacién del metal.

Tabla D.2. Valores minimos y maximos de concentracion de Pb en cada 6rgano
obtenidos a lo largo de la tesis.

Concentracion de Pb (ug g™) Valor minimo — Valor maximo

LA Capitulo

Especie Organo
P g | 1 i AV V VI VIl VAL
Hoja - 9396 01-11.2 3-240 0-10 0-16  1-37

2517

quetfs Tallo - 11-72  0,1-232 5277  20-248 072 566
minuta — paiz - 30-895  3-322  1-287  55-3000 115-2747  0-985  11-332
. Hoja - 55111  4-36 324 337 031 2-28
B!f'ens Tallo - 51101 07-03 U8 g7 14172 0-77 9-50
priosa paiz - 26805 05-542  1-235  19-55  104-537  0-1316  28-263

En la bibliografia especializada sobre el estudio de la acumulacion de metales pesados
en especies vegetales aptas para su empleo en fitorremediacidn constan criterios, definidos
por numerosos autores, que clasifican a las especies en hiperacumuladoras, acumuladoras y
exclusotas. El criterio mas ampliamente difundido, con el que acuerdan la mayoria de los
especialistas, toma en cuenta una concentracion de 1000 ug g™ PS de Pb en tejidos aéreos
para identificar a esa especie como hiperacumuladora de este metal. Sin embargo, este
criterio minimo nominal se discute actualmente ya que el fijado no parece ser
representativo para reconocer especies hiperacumuladoras. Van der Ent et al. (2013)

propusieron dos criterios que permiten distinguir especies hiperacumuladoras:
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(1) Una especie es hiperacumuladora cuando presenta concentraciones entre 2 y 3
6rdenes de magnitud superiores a la mayoria de las plantas de otras especies que crecen en

suelos no contaminados

(if) Una especie es hiperacumuladora cuando presenta concentraciones al menos un
orden de magnitud mayor que la mayoria de las plantas de otras especies cuando crecen en

suelos metaliferos.

Adicionalmente, el hallazgo de un individuo que presente una elevada acumulacion de
un metal de modo tal que cumpla con el requisito tradicional (1000 ug g™ PS) o con alguno
de los propuestos por Van der Ent et al. (2013), debe ser considerado un signo de
hiperacumulacion en esa especie, debido a que es sintoma de su adaptacion hacia la
tolerancia de un fitotoxico o ante factores tan adversos como son las elevadas

concentraciones de ciertos metales pesados en suelos.

Mas precisamente, para que una especie sea aceptada para su uso en la fitoextraccion
de un metal del suelo, es ideal que cumpla con el criterio tradicional de ser acumuladora de
ese metal en drganos aéreos. Sin embargo, en la bibliografia puede observarse que esto rara
vez se verifica para Pb, y en aquellos trabajos en los que se informa la capacidad de
acumulacion de este metal por alguna especie, los experimentos fueron realizados en
condiciones de hidroponia o con especies que presentan escasa produccion de biomasa (Liu
et al., 2000; Piechalak et al., 2008). Estos resultados no deberian hacer elegible a una
especie como fitoextractora para proyectos de fitorremediacion de suelos contaminados con
metales en condiciones de campo. Una de las pocas especies estudiadas en otros paises
como fitoextractora de plomo de suelos contaminados y que logra acumular
concentraciones elevadas en 6rganos aéreos es Brassica juncea (Lim et al., 2004), pero su
aplicacion no es extensiva a todos los tipos de suelo (Clemente et al., 2005). De hecho
cuando estudiamos esta especie en suelos de Bouwer enriquecidos con Pb(NO3), (Capitulo
IV), los valores de concentracién de Pb en érganos aéreos fueron similares (con maximos
de 35 pg Pb g™ PS), a los hallados en T. minuta (25 pg Pb g™ PS) y B. pilosa (25 pg Pb g™
PS). Por otra parte, B. juncea es una especie que presenta reducida biomasa, tanto radical
como aérea, por lo cual en ella encontramos tasas de extraccion neta de Pb por planta muy

inferiores a las observadas en las especies nativas (maximas de 140 ug Pb para B. pilosa,
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70 pg Pb para T. minuta, y 35 pg Pb para B. juncea). En definitiva, para los suelos
estudiados en esta tesis, Tagetes minuta y Bidens pilosa fueron especies més eficientes en
la extraccion de Pb que la globalmente reconocida Brassica juncea.

El anélisis de los resultados obtenidos a lo largo de la tesis muestra la importancia de
integrar los datos de concentracion del metal en los tejidos vegetales con los de biomasa
producida, lo que permite calcular la eficiencia fitoextractora de cada especie en términos
de tasa de extraccion neta para el metal por planta. Esta indica la masa del metal que es
extraido del suelo por planta y representa, por lo tanto, la eficacia de una especie para
absorber, translocar y acumular en drganos aéreos un metal toxico. EI FBC, empleado hasta
el momento, se calcula en base a los datos de concentracion del metal en los distintos
organos, lo cual no es representativo de la cantidad de metal que es extraida del suelo. En la
Tabla D.3. se muestran los valores minimos y maximos de la extraccion neta de Pb en los
distintos organos y el total por planta para T. minuta y B. pilosa encontrados a lo largo de
la tesis.

Tabla D.3. Valores minimos y maximos de extraccion neta de Pb en cada 6rgano y
planta completa obtenidos a lo largo de la tesis.

Extraccion de Pb por planta (ug) Valor minimo — Valor maximo

Especie Organo Capitulo
I i v V VI VIl VI
Hoja - 1-18 113 0,3-25 0-1 0-12 5-84
Tagetes Tallo - 2-111 0,5-59 4-23 0-46  19-160
minuta  Raiz - 0,2-35 0,1-61  2,5-122 4-73 0-75 4-195
Total - 7-158 1-71 4-133 8-97 1-111  35-339
Hoja - 2-21 0515 0518 0,4-17 0-9 0-29
Bidens  Tallo - 1-198 ’ 1-75 3-26 0-51 10-158
pilosa Raiz - 0,1-151  0,2-136  0,6-133 1-90 0-313 7-92
Total - 11-289 1-147 4-205 7-125 1-374  35-255

Si se comparan los resultados de las Tablas D.2. y D.3. es un hecho notorio que
elevados valores de concentracion de Pb en raices, resultados observados en los Capitulos
V, VI y VII, fundamentalmente para Tagetes minuta, no se traduzcan en elevadas
extracciones netas del metal del suelo. Algunos autores han reportado concentraciones
elevadas de Pb en especies vegetales, incluso cumpliendo el criterio de hiperacumulacién,

sin proveer informacién sobre la cantidad de biomasa producida por planta (Liu et al.,
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2000; Vogel-Mikus et al., 2005), motivo por el cual no es posible calcular la eficiencia de

las mismas como fitorremediadoras de suelos contaminados.

En la Tabla D.3. puede observarse que a lo largo de toda la tesis B. pilosa extrajo una
mayor cantidad de Pb por planta que T. minuta durante los experimentos de invernadero;
mientras que T. minuta fue mas eficiente en el Capitulo VIII durante el estudio a campo.

Los resultados encontrados en esta tesis permitieron detectar algunas limitaciones en
los criterios y factores citados en la bibliografia y que se usan para valorar a las diferentes
especies como buenas 0 malas candidatas para su empleo en fitorremediaciéon. Como
factores superadores a los cléasicos de Translocacion (FT) y de Bioconcentracion (FBC) se
proponen, asi, el Factor de Transferencia Total (FTT) y el Factor de Bioextraccion (FBE),
los cuales reflejan de una manera mas fiel la relacion entre la cantidad de Pb translocado a
las distintas partes de la planta (FTT) y la eficiencia fitoextractora de cada especie en
relacion a la disponibilidad del metal en suelo (FBE). Para corroborar la aplicabilidad de
estos nuevos factores, los mismos fueron calculados a partir de los resultados encontrados
en los Capitulos 111, 1V, V, VI y VIl y se exponen en las Tablas D.4., D.5., D.6., D.7. y D.8.

Tabla D.4. Comparacion entre el factor de translocacion (FT R-A) y factor de
transferencia total (FTT R-A) de Pb desde la raiz a la parte aérea, y entre el factor de

bioconcentracion (FBC) y el factor de bioextraccion (FBE) de Pb para los resultados
obtenidos en el Capitulo 111 en el momento de cosecha final (98 dias).

FT R-A£DS FTTR-A£DS FBC £ DS FBE + DS
Tagetes minuta
Tratamiento
Control 1,0+£0,7 13,2+13,1 05+0,1 0,6 £0,6
300 ppm 0,3+0,1 44+09 0,069 + 0,003 0,3+£0,1
600 ppm 0,2+0,1 4,6 +0,2 0,06 + 0,01 0,20 £ 0,03
1200 ppm 0,3+0,1 6,9%39 0,07 £ 0,02 0,06 + 0,04
Bidens pilosa
Tratamiento
Control 0,5+0,2 53+0,9 06+0,1 39+11
300 ppm 0,3+0,2 3321 0,07 +£0,01 0,4+0,2
600 ppm 0,3+0,3 3,2+35 0,03 +£0,02 0,2+0,1
1200 ppm 0,08 + 0,02 26+24 0,03 +0,01 0,08 + 0,04

Por no contar con datos de la concentracion de Pb en la Fraccion 1 del suelo en estos experimentos,
se utilizo la concentracion de Pb alcanzada en el suelo mediante el agregado de Pb(NOj3), en cada
tratamiento teniendo en cuenta que los suelos de partida fueron los mismos en todos los casos.
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Los resultados hallados para el FTT empleando los resultados obtenidos en el Capitulo
Il (Tabla D.4.) representan de un modo mejor que los FT, la translocacion neta de Pb
desde la raiz a la parte aérea de las plantas. En los experimentos realizados en el Capitulo
I11 los célculos para el FBE no pudieron realizarse de la manera propuesta en el Capitulo
VI, debido a que no se realizd extraccion secuencial en suelos, es por ello los resultados
del FBE no mejoran demasiado lo interpretado a partir del FBC.

Los resultados hallados para el FBE con los datos obtenidos en los experimentos del
Capitulo 1V (Tabla D.5.) representan mejor la eficiencia extractiva de cada especie, al
expresarla como extraccion neta de Pb por planta y también su translocacién a 6rganos
aéreos (FTT) que los resultados correspondientes al FT. Los resultados para los FT
mostraban que, para el caso de T. minuta, la aplicacion del biofertilizante Ab + Pf y el
biofertilizante Pf aumentaban la translocacion de Pb desde las raices a la parte aérea, pero
esto no ocurria cuando los suelos estaban enriquecidos con Pb. Los calculos de los FTT
permiten observar el efecto de los biofertilizantes mencionados también en suelos
enriquecidos con Pb. Nuevamente, los célculos para FBE no pudieron realizarse de la
manera propuesta puesto que no se cuenta con los datos de extraccion secuencial, es por

ello que sus resultados no mejoran demasiado lo interpretado a partir del FBC.
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Tabla D.5. Comparacion entre el factor de translocacion (FT R-A) y el factor de transferencia total
(FTT R-A) de Pb desde la raiz a la parte aérea, y entre el factor de bioconcentracion (FBC) vy el
factor de bioextraccion (FBE) de Pb calculados con los resultados de los tratamientos homogéneos

obtenidos en el Capitulo IV.

Biofertilizante Suelo FT R-f\ + DS FTT R*f\ DS FBCri : DS FBE ? DS
Tagetes minuta
Control 26+1b 19+7b 0,3+0,1 0,11 £ 0,06
Control 300 ppm 0,06+0,01c 0,29+0,02d 0,021 £+ 0,003 0,01+0,01
600 ppm 0,04+0,02¢ 0,13+0,02¢ 0,02 +0,01 0,01 +0,01
Control 1,25+0,7b 7,35+4,12b 0,25+0,15 0,16 £ 0,06
Triple 300 ppm 0,05+0,03¢ 0,21+0,09d 0,02 +£0,01 0,02 +0,01
600 ppm 0,03+0,01c 0,12+0,09¢ 0,014 + 0,008 0,02 £0,01
Control 91+4,7a 41+23a 0,95+0,31 0,55+ 0,26
Ab + Pf 300 ppm 0,11+0,04c¢ 08+0,3¢c 0,02 +£0,01 0,02 +0,01
600 ppm 0,07+0,01c 0,22+0,02d 0,03+0,01 0,02 +0,01
Control 2,1+09b 76+3,1b 0,41 +0,19 0,23+0,11
Ab 300 ppm 0,1+0,03¢c 0,42 +0,09d 0,02 +£0,01 0,023 £ 0,001
600 ppm 0,05+0,01c 0,23+0,06d 0,02 +£0,01 0,02 +0,01
Control 43+32a 53+32a 0,43+0,12 0,21 +0,13
Pf 300 ppm 0,06 £0,04 c 0,25+0,15d 0,02 +£0,01 0,01 +0,01
600 ppm 0,09+0,03c 05+02c 0,03+0,01 0,02 £0,01
Biofertilizante  Suelo FTRAXDS — FTTRAZDS  rpeips FBE + DS
Bidens pilosa
Control 1,56 £0,44b 2,11+045¢c 0,34 £0,10 0,14 £ 0,03
Control 300 ppm 0,04+001c 0,09+£0,01d 0,023 +£0,004 0,015+ 0,001
600 ppm 0,05+0,01c 0,09+£0,01d 0,021 £0,003 0,017 + 0,002
Control 7,1+18a 184+21a 0,7+0,2 0,37 £ 0,04
Triple 300 ppm 0,058 +£ 0,004 c 0,12 +0,02d 0,021 +£0,001 0,017 £ 0,003
600 ppm 0,07+0,01c 0,12+0,01d 0,026 £ 0,004 0,024 + 0,003
Control 22+04b 48+11b 0,44 £ 0,08 0,24 £ 0,05
Ab + Pf 300 ppm 0,05+0,02c 0,13+0,03d 0,03+0,01 0,018 + 0,004
600 ppm 0,08+0,01c 0,134 £ 0,001 d 0,024 £ 0,002 0,023 + 0,001
Control 1,3£06Db 25+11c 0,13 £0,06 0,08 £0,03
Ab 300 ppm 0,01+£0,01c 0,02 +0,02d 0,01 £0,01 0,004 + 0,003
600 ppm 0,07+£0,02c 0,08 £0,02d 0,03+0,01 0,02 £0,01
Control 1,1+£0,7b 1,29+0,56 ¢ 0,22+0,12 0,08 £0,01
Pf 300 ppm 0,07+£0,02c 0,26 £0,05d 0,03+0,01 0,018 + 0,003
600 ppm 0,12+0,02c 0,26 £0,05d 0,024 £ 0,04 0,022 + 0,004

Para calcular FBC y FBE, se utilizé la concentracion de Pb alcanzada mediante el agregado de
Pb(NO3), en cada tratamiento. ANOVA para la comparacion de FT R-Ay FTT R-A entre tratamientos

(interaccion entre factores). p<0,05 (*); p<0,01 (**). ns: no significativo.
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Tabla D.6. Comparacion entre el factor de translocacion (FT R-A) y el factor de
transferencia total (FTT R-A) de Pb desde la raiz a la parte aérea, y entre el factor de
bioconcentracién (FBC) y el factor de bioextraccion (FBE) de Pb calculados a partir
de los resultados obtenidos en el Capitulo V.

FT R-A£DS FTT R-AxDS FBC £ DS FBE + DS
Tagetes minuta
Tratamiento
5 0,13 +0,04 0,96 + 0,41 0,007 £0,003 0,018 + 0,003
5+5 0,02 +0,01 0,09 + 0,06 0,009 £ 0,005 0,03 £ 0,02
5+2 0,04 + 0,03 0,52 + 0,45 0,03 +0,01 0,09 + 0,01
2 0,09 £0,05 0,54 + 0,50 0,002 £ 0,001 0,003 + 0,002
2+2 0,23 £ 0,02 1,03 +0,26 0,004 £0,001 0,010 + 0,003
2+5 0,22 + 0,17 0,78 + 0,54 0,012 £ 0,007 0,02 £ 0,01
Bidens pilosa
Tratamiento
5 0,19+0,12 2,64 +1,17 0,010 £ 0,001 0,07 £ 0,05
5+5 0,04 + 0,02 0,65 + 0,50 0,004 + 0,002 0,12 + 0,06
5+2 0,06 +0,04 0,62 + 0,38 0,005 + 0,002 0,16 + 0,08
2 0,29 +0,18 4,36 + 2,27 0,004 + 0,002 0,02 + 0,02
2+2 0,61 +0,45 11,3+7,4 0,003 £+ 0,001 0,02 + 0,02
2+5 0,11 +0,06 1,71+ 1,02 0,003 £ 0,001 0,05+ 0,01

Para calcular FBC y FBE se utilizaron respectivamente las concentraciones promedio de la
fraccién pseudototal y de la fraccion 1 determinadas en el Capitulo VIII para los sitios comunes en que
fueron extraidos los suelos utilizados en el Capitulo V. Suelo 5: F1 = 280 pg Pb g™ PS; FPSt = 3300 pg
Pb g™ PS; Suelo 2: F1 =841 pg Pb g™ PS; FPSt = 5181 ug Pb g™* PS.

En el experimento de invernadero expuesto en el Capitulo V el efecto de la
esterilizacion del suelo afectd las propiedades fisco-quimicas del suelo y esto no permitio
evaluar de manera independiente el efecto del cruzamiento de los microorganismos
provenientes de distintos suelos. Del mismo modo, este conflicto dificulta la interpretacion
de los resultados de los nuevos factores propuestos, ya que no se pueden valorar las
hipdtesis experimentales que permiten analizar si los FTT y FBE (Tabla D.6.) explican

mejor que los tradicionales los resultados encontrados.
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Tabla D.7. Comparacion entre el factor de translocacion (FT R-A) y el factor de
transferencia total (FTT R-A) de Pb desde la raiz a la parte aérea, y entre el factor de
bioconcentracién (FBC) y el factor de bioextraccion (FBE) de Pb calculados con los
resultados obtenidos en el Capitulo VI.

FT R-A£DS FTT R-AxDS FBC £ DS FBE + DS
Tagetes minuta
Tratamiento
Control 0,13 + 0,04 0,96 + 0,41 0,007 £0,003 0,018 + 0,003
Cu 0,17+ 0,11 1,14 +£0,79 0,01 +0,01 0,03 £ 0,02
Zn 0,04 + 0,01 0,39 + 0,07 0,02 + 0,01 0,05+ 0,03
Bidens pilosa
Tratamiento
Control 0,19 +0,05 2,64 +0,37 0,010 £ 0,001 0,07 £ 0,05
Cu 0,096 + 0,002 1,63 +0,86 0,004 £0,001 0,069 + 0,006
Zn 0,21 +0,15 2,12 +0,12 0,013 £ 0,010 0,07 £ 0,05

Para calcular FBC y FBE se utilizaron respectivamente las concentraciones promedio de la
fraccion pseudototal y de la fraccion 1 determinadas en el Capitulo VIII para los sitios comunes de los
que fueron extraidos los suelos utilizados en el Capitulo VI. F1 = 280 pg Pb g* PS; FPSt = 3300 ug Pb g
1

PS.

Durante los ensayos expuestos en el Capitulo VI y los resultados de los FT calculados
en esa instancia, podia observarse que en B. pilosa el agregado de Zn al suelo mantenia el
FT de Pb constante, mientras que el agregado de Cu lo reducia significativamente. Cuando
se calculan los FTT, puede apreciarse que el agregado de Zn al suelo reduce en cierta
medida la translocacion de Pb de raices a la parte aérea. Estos resultados (FTT vs. FT)
tienen mayor concordancia con los de extraccion de Pb total por planta (Figura 6.4.), los
que reflejan que el agregado de Zn al suelo provoca un mayor ingreso de Pb a la planta pero
éste se acumula en la raiz sin translocar significativamente a los drganos aéreos. Esto

muestra que el nuevo indice puede indicar tendencias que el FT no revelaba.
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Tabla D.8. Comparacion entre el factor de translocacion (FT R-A) y el factor de
transferencia total (FTT R-A) de Pb desde la raiz a la parte aérea, y entre el factor de
bioconcentracién (FBC) y el factor de bioextraccion (FBE) de Pb para los resultados

obtenidos en el Capitulo VII.

Auxinas Suelo FT R-A£DS FTT R-AxDS FBC £ DS FBE + DS
Tagetes minuta
Control 1,18 + 0,65 12,57 + 4,62 0,70 £ 0,29 1,30 £ 0,47
Sin Media 0,27 £ 0,16 2,83+£1,82 0,01 +£0,02 0,30 £ 0,37
Alta 0,06 + 0,02 0,71 +0,32 0,010+0,002 0,13+0,04
Control 0,18 £ 0,05 2,25 +0,98 0,67 +£0,41 1,79+ 1,03
Con Media 0,07 £0,01 0,61 + 0,06 0,004 + 0,000 0,055 £ 0,003
Alta 0,05 +0,03 0,68 + 0,39 0,011 +0,002 0,12 +0,04
Bidens pilosa
Control 0,81 +0,36 5,61+ 2,80 0,71 +£0,53 0,99 £+ 0,60
Sin Media 0,10 £ 0,03 0,57 £0,23 0,009 +0,004 0,12 +£0,04
Alta 0,05 +0,01 0,38 + 0,06 0,014 +0,003 0,12 +£0,02
Control 0,13+0,01 1,29 £0,32 0,19 + 0,09 0,41 +0,15
Con Media 0,10 + 0,06 0,54 £ 0,25 0,010+0,004 0,12+0,08
Alta 0,04 £0,01 0,27 £ 0,08 0,015+0,002 0,14 £0,07

Para calcular FBC y FBE se utilizaron respectivamente las concentraciones promedio de la
fraccion pseudototal y de la fraccion 1 determinadas en el Capitulo V111 para los sitios comunes donde
fueron extraidos los suelos utilizados en el Capitulo VII. Alta: F1 = 280 pg Pb g™ PS; FPSt = 3300 ug Pb
g™ PS; Media: F1 =63 pg Pb g™ PS; FPSt = 867 ug Pb g* PS; Control (Capitulo I): FPSt =9,9 ug Pb g™
PS.

Los resultados discutidos en el Capitulo VII mostraban un mayor FT para la especie T.
minuta en relacion a B. pilosa. Si bien el FTT propuesto evidencia la misma tendencia, la
diferencia entre las especies se hace mas marcada. Otra tendencia que se percibe mejor
mediante el uso del FTT en comparacién al FT, es la debida a los tratamientos con
aplicacion de auxinas, en los cuales no se detectaba mediante el FT el decaimiento en la
translocacion de Pb en las plantas a medida que la concentracion del metal aumentaba en
suelo. Este patrdn, claro a lo largo de toda la tesis, incluso en los tratamientos sin auxinas

de ese mismo capitulo, se pone en evidencia cuando se calcula el FTT.

En cuanto a los FBC y FBE, puede decirse que en general el FBC adquiria valores
coherentes con lo esperado en términos de acumulacion cuando las plantas crecian en
suelos con bajas concentraciones de Pb, pero no arrojaba resultados que indicaran de un
modo realista esta capacidad acumuladora cuando los suelos presentaban elevadas

concentraciones del metal. Es importante destacar que en la comparacion de los FBC y los
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FBE los resultados son similares y se encuentran dentro del mismo orden de magnitud para
los tratamientos control (Tablas D.4., D.5., D.6., D.7. y D.8), lo cual revelaria que ante la
ausencia de estrés en plantas por elevadas concentraciones del metal ambos indices no
difieren entre si, mientras que cuando las plantas crecen en suelos con altas concentraciones
de Pb el FBE permite detectar con mas claridad los patrones de acumulacion/extraccion de
Pb en plantas siendo sus resultados mas representativos de la eficiencia fitoextractora de

las distintas especies.

Para finalizar, puede decirse que la evaluacién de los nuevos factores propuestos,
realizada con los resultados de estudios llevados a cabo en condiciones experimentales de
invernadero como a campo, revela que estos aportan una informacién mas fidedigna en
relacion a la evaluacion de la eficiencia extractiva de especies que puedan ser empleadas en
fitorremediacion de suelos contaminados con metales pesados, que la que aportan los

factores propuestos en la bibliografia.
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Conclusiones

El primer estudio realizado en la provincia de Cérdoba sobre la contaminacion de los
suelos aledafios a una fundicion de plomo en Bouwer, mostrd una grave situacion con
valores de concentracion de plomo en suelos que superan ampliamente los fijados por la
legislacién nacional e internacional para todos los usos del suelo (agricola, residencial e
industrial). Mas auln, los resultados evidenciaron que ese plomo se encuentra

mayoritariamente en la fraccion movil o biodisponible en esos suelos.

Estos resultados advierten sobre la necesidad de intervencion por parte de las
autoridades provinciales para sanear el sitio y asegurar las condiciones minimas propicias
para la salud de los habitantes del lugar, como asi también para asegurar la calidad de los
alimentos que se producen en el sector (cultivos horticolas, agricolas y ganaderia a pequefia
escala). Por otro lado y desde el punto de vista cientifico, los resultados representan una
contribucién al estudio de la movilizacion de Pb, un téxico importante, en suelos y su

incorporacion en la vegetacion.

Mediante el estudio de las especies nativas y silvestres que crecen en el sitio de estudio,
se demostr6 que dichas especies sufren una reduccion de la capacidad natural de
bioacumulacion y de translocacion del plomo cuando las concentraciones del metal en
suelo son muy elevadas. Este fendbmeno implica una respuesta de las plantas a la
contaminacién del suelo consistente en un cambio de estrategia desde la acumulacion hacia
la exclusion. Sin embargo, Tagetes minuta y Bidens pilosa conservaron la capacidad de
acumular cantidades significativas de Pb en condiciones de alta contaminacion de los

suelos.

En los ensayos de tolerancia al Pb de estas especies, realizados con suelos locales
enriquecidos con Pb(NOs3),, ambas mostraron una elevada adaptacion elevados niveles de
Pb en suelos, con tiempos 6ptimos de cultivo de aproximadamente dos meses, a partir de
los que cesa la acumulacion del metal. Los resultados de los experimentos realizados en
invernadero con agregado de plomo en forma de Pb(NO3), no arrojaron elevados factores

de bioacumulacion ni de translocacion, los que tampoco se vieron afectados a lo largo del
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tiempo ni en los diferentes niveles de exposicion. En este caso, Bidens pilosa mostré mayor

eficiencia fitoextractora de Pb que Tagetes minuta.

Cuando se estudi6 la respuesta de las especies seleccionadas a microorganismos
promotores del crecimiento vegetal, se encontré que el comportamiento de las mismas fue
disimil, en parte porque los efectos de estos interactian fuertemente con las condiciones del
suelo. Aun asi, se pudo establecer que el empleo de Azospirilum brasilense y Pseudomonas
fluorescens potencié la tasa de extraccion de Pb en T. minuta y la combinacion de
Bradyrhizobium japonicum, Azospirilum brasilense y Pseudomonas fluorescens, favorece
la extraccion de Pb en Bidens pilosa y Brassica juncea. Frente a la aplicacion de
biofertilizantes, Bidens pilosa fue la especie méas eficiente como fitoextractora, superando

ampliamente a la especie de referencia Brassica juncea.

El estudio del efecto de los microorganismos naturales presentes en los suelos
contaminados de Bouwer sobre la extraccion de Pb por parte de las especies elegidas
mostré que estos actuan sobre las rutas de ingreso del contaminante a la planta,
posiblemente participen en el entorno de la rizésfera facilitando o impidiendo el ingreso de

metales esenciales a la planta. Este fendmeno podria ser comun a Pb.

El sinergismo entre Pb y Zn, asi como la competencia entre Pb y Cu, en la acumulacion
y translocacion de Pb en las plantas fue un fendmeno detectado en distintas instancias de la
tesis. Se demostro experimentalmente que el agregado de Zn al suelo puede lograr un
incremento en la incorporacion de Pb por T. minuta, aunque eéste se aloja

preponderantemente en la raiz.

En cuanto al uso de hormonas vegetales (auxinas), las especies estudiadas respondieron
a su aplicacién incrementando su desarrollo sélo cuando las mismas crecian en suelos con
bajas concentraciones de plomo. Las tasas de extraccion neta de Pb en general no variaron
debido al uso de auxinas, aungue B. pilosa mostré mayores tasas de extraccion cuando las
plantas crecian en suelos altamente contaminados y se aplicaron estas hormonas
(incremento localizado fundamentalmente en la raiz). Por otra parte, se encontré que las
raices de Tagetes minuta y Bidens pilosa producen exudados capaces de extraer Pb de
suelos altamente contaminados. Pese a que el uso de auxinas no modifico la extraccion de

Pb por parte de las plantas, si afect6 la produccion de exudados de las mismas. Este efecto
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no fue homogéneo en todos los individuos, observandose una gran variabilidad en la

respuesta.

Mediante el estudio a campo de las distintas condiciones evaluadas experimentalmente,
se concluye que la disponibilidad de Pb en suelos contaminados, su acumulacién y su
translocacion a los tejidos aéreos en las dos especies estudiadas se relacionaron no sélo con
los parametros fisico-quimicos del suelo, sino también y con mayor dependencia, lo que es
importante resaltar, con la concentracion de Zn y Cu en los érganos vegetales y con la
fraccion del suelo a la que estos metales estan asociados. EI Zn mostrd ser un elemento
necesario en la absorcion y translocacion de Pb en las plantas, ingresando juntos; mientras
que el Cu present6 fendmenos de competencia limitando la captacion de Pb cuando sus

concentraciones en suelos eran mayores.

Al integrar los resultados de los distintos estudios realizados a lo largo de la tesis,
puede concluirse que Tagetes minuta y Bidens pilosa fueron mas eficientes en la extraccion
de Pb de los suelos contaminados provenientes de la localidad de Bouwer, que la especie
globalmente reconocida como fitoextractora Brassica juncea. Los valores mas elevados de
extraccion total de Pb por planta se encontraron en los estudios a campo, lo cual es un buen
indicio para el uso de estas especies en la fitorremediacion de suelos, ya que se comportan
mejor en situaciones reales que en experimentales. Como se expuso anteriormente en la
tesis, es ventajoso utilizar especies nativas para fitorremediar sitios contaminados, es por
ello que resulta importante mencionar la distribucion fitogeografica natural de las especies
estudiadas. La distribucion de Tagetes minuta L. incluye Argentina (provincias de Buenos
Aires, Catamarca, Chaco, Cordoba, Corrientes, Distrito Federal, Entre Rios, Formosa,
Jujuy, La Pampa, La Rioja, Mendoza, Misiones, Salta, Santiago del Estero, Santa Fe, San
Juan, San Luis y Tucuman); Brasil (estados de Parana, Rio Grande do Sul y Santa
Catarina); Chile( Regiones I, 11, I1I, 1V, V, VI, VII, VIII y Regién Metropolitana de
Santiago); Paraguay (departamentos de Alto Paraguay, Amambay, Cordillera, y Presidente
Hayes); y Uruguay (departamentos de Colonia, Lavalleja, Montevideo, y Tacuarembo)
(IBODA 2014). La distribucién de Bidens pilosa L. incluye Argentina (provincias de
Buenos Aires, Chaco, Cordoba, Corrientes, Entre Rios, Formosa, Jujuy, Misiones, Salta,
Sgo. del Estero y Tucuman); Brasil (estados Cainguas, Guarani, lguazd, San Martin); Chile

(Archipiélago Juan Fernandez); Paraguay (departamentos de Caaguazu, Central, Cordillera,
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Guaird, Paraguari); Uruguay (departamentos de Canelones, Cerro Largo, Colonia,
Lavalleja, Montevideo, Salto) (IBODA, 2014).

Por otro lado, el analisis de los factores tradicionalmente utilizados para definir la
eficiencia fitoextractora de una especie cuando crece en suelos contaminados con metales
pesados, mostro que estos presentan limitaciones y deficiencias. En relacién a los
resultados de este andlisis, se proponen dos nuevos factores: un factor de transferencia total
(FTT) que reemplazaria al factor de translocacion (FT); y un factor de bioextraccion (FBE)
que proponemos sea empleado en lugar del factor de bioconcentracién (FBC). Ambos han
resultado ser mas eficaces en la evaluacion de la capacidad fitoextractora de las especies
vegetales estudiadas en esta tesis que los citados en la bibliografia.

Finalmente, debido a la gran variabilidad de respuesta encontrada entre individuos de
las dos especies sometidos al mismo tratamiento, seria recomendable realizar una seleccion
de un linaje de semillas dentro de cada especie que presenten un eficiente desempefio como
fitoextractoras de Pb. Los resultados obtenidos en esta tesis, asi como la comparacion entre
estos y los presentados en la bibliografia, muestran la necesidad de ampliar el enfoque de
las investigaciones en el campo de la fitorremediacion. Asi, proponemos integrar los datos
de concentracion con los de biomasa producida por cada especie vegetal con la finalidad de
calcular tasas netas de extraccion de un metal. Estas permitirian evaluar no solo la eficacia
de cada especie en la acumulacién del contaminante, sino su eficiencia extractiva en

términos de masa del contaminante que extraen del suelo por cada ciclo de cultivo.
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