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RESUMEN

La fitoestabilizacion con adicion de enmiendas organicas constituye una estrategia
sustentable para manejar relaves mineros. El objetivo general de este trabajo fue evaluar el
efecto de diversos biofertilizantes en el crecimiento y concentracion de metales traza (Cu,
Fe, Mn y Zn) y macronutrientes (N-P-K) en Escallonia rubra y Carpobrotus chilensis
cultivadas en relaves mineros. Se realizaron ensayos en macetas con relaves mineros (RMs),
C. chilensis y E. rubra, con aplicacion de compost (Com), vinaza (V) o sustancias hlimicas
comerciales (H); con o sin micorrizas (MZ). Se evaluaron 7 tratamientos: 1) RMs (control),
2) RMs+Com, 3) RMs+V, 4) RMs+H, 5) RMs+Com+MZ, 6) RMs+V+MZ y 7)
RMs+H+MZ. El ensayo se mantuvo por 140 dias, incluyendo dos muestreos destructivos.
Los resultados indican que la biomasa radicular de ambas especies aumentd con compost sin
micorrizas. C. chilensis present6 capacidad de fitoextraccion de Mn. En esta especie, la
capacidad de fitoestabilizacion de Fe y Zn aumentd con vinaza, mientras que para Cu
aumentd con compost. En E. rubra la fitoestabilizacion mejor6 en RMs+H+MZ y
RMS+Com, para Cu y Zn respectivamente, mientras que, sin micorrizas, la fitoestabilizacion
aumento para Fe y Mn con compost y vinaza respectivamente. EI N en parte aérea de C.
chilensis aumentd significativamente con todos los biofertilizantes. En E. rubra, el P
aumento con vinaza y sustancias humicas junto con micorrizas. En general, se observaron
aumentos de disponibilidad de metales con adicion de micorrizas, que en algunos casos se
reflejé en aumentos de estos metales en las plantas. Se recomienda al compost y C. chilensis
para la fitoestabilizacion de estos relaves mineros. Los resultados sugieren que,
probablemente, una mezcla biofertilizante con mas de una enmienda organica y micorrizas
mejorarian aun mas la capacidad de fitoestabilizacion.

Palabras clave: fitoestabilizacion, Carpobrotus chilensis, Escallonia rubra, compost



ABSTRACT

Phytostabilization with addition of organic amendments constitutes a sustainable strategy to
manage mining tailings. General objective of this work was to evaluate effect of biofertilizers
on growth and concentration of trace metals (Cu, Fe, Mn and Zn) and macronutrients (N-P-
K) in Escallonia rubra and Carpobrotus chilensis cultivated in mining tailings. Trials were
carried out in pots with mining tailings (RMs), C. chilensis and E. rubra, with application of
compost (Com), vinasse (V) or commercial humic substances (H); with or without
mycorrhizae (MZ). 7 treatments were evaluated: 1) RMs (control), 2) RMs + Com, 3) RMs
+V, 4) RMs + H, 5) RMs + Com + MZ, 6) RMs +V + MZ and 7) RMs + H + MZ. Essay
was maintained during 140 days, and two destructive samplings were included, Root biomass
of both species increased with compost without mycorrhizae. C. chilensis presented a Mn
phytoextraction capacity. Phytostabilization capacity of Fe and Zn increased in this species
with vinasse, while for Cu it increased with compost. In E. rubra phytostabilization improved
with mycorrhiza along with humic substances and compost, for Cu and Zn respectively.
Without mycorrhizae, it increased for Fe with compost and for Mn with vinasse. N in aerial
part of C. chilensis increased significantly with all biofertilizers. In E. rubra, P increased
with vinasse and humic substances along with mycorrhizae. In general, increases of metals
availability with addition of mycorrhizae were observed, which in some cases was reflected
in increases in these metals in plants. Compost and C. chilensis for phytostabilization of these
mining tailings are recommended. Results suggest that a biofertilizer mixture with more than
one organic amendment and mycorrhizae would probably improve phytostabilization
capacity even more.

Keywords: Phytostabilization, Escallonia rubra, Carpobrotus chilensis, compost



INTRODUCCION

La mineria del cobre genera importantes cantidades de relaves mineros (RMs), generalmente
compuestos por roca molida, agua, minerales y reactivos de flotacion (Espinace et al., 2006).
Recientemente en Chile, se ha aprobado (SERNAGEOMIN, 2018) la disposicion de casi 14.500
millones de m?, en los 740 depdsitos de RMs catastrados. Mas adn, diariamente en el pais, 3,4
millones de toneladas de RMs son generadas en Chile (SERNAGEOMIN, 2015). Sin embargo, ante
esta masiva disposicion, numerosos estudios indican que estos residuos representan una fuente de
contaminacion (de suelos, sedimentos y aguas subterraneas) con elementos traza metalicos (Baize y
Sterckeman, 2001; Bes et al., 2014; Kidd et al., 2009; Moreno et al., 2007; Navarro-Flores et al.,
2000; Navarro et al., 2004; Navarro y Pérez-Sirvent, 2008; Robles-Arenas et al., 2006; Zipper y
Skousen, 2014).

A pesar de las altas concentraciones de metales y/o metaloides en los RMs, los cuales pueden afectar
el establecimiento/desarrollo de la vegetacion, se estima que la fitoestabilizacion es una estrategia
sustentable para el manejo de ellos. Se define a la fitoestabilizacion como una técnica de
fitorremediacion que intenta limitar la movilidad y biodisponibilidad de los contaminantes en el suelo
mediante las raices de las plantas, e implica el establecimiento de vegetacién en el sitio contaminado,
revalorizando el suelo (Ali et al., 2013). Con el propdsito de inmovilizar, estabilizar, degradar,
eliminar o desintoxicar contaminantes por accion de las raices de las plantas, se espera que la
fitoestabilizacion reduzca o mitigue el riesgo de contaminacion por metales traza (Ahmadpour et al.,
2015; Pilon-Smits, 2005; Yao et al., 2012). Las plantas actian como barrera fisica y/o absorben los
compuestos que contienen los RMs evitando su transferencia. Para el establecimiento de plantas, los
RMs ademas poseen inadecuadas caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas como: inestabilidad y
limitada cohesion (He et al., 2005), y/o bajos contenidos de nutrientes esenciales y materia organica
(Clemente y Pardo, 2012; Santibafiez et al., 2007; Vega et al., 2006).

Antes estas dificultades, se ha considerado complementar esta estrategia con el uso de enmiendas
organicas, pues dependiendo del pH y el grado de humificacion, facilitan la adsorcion o movilidad de
metales. Sin embargo, la fitoestabilizacion de RMs con estos materiales se ve limitada, no sélo por la
falta de conocimiento respecto a la heterogeneidad de las enmiendas organicas aplicadas, sino
también por el manejo del agua de riego (Méndez y Maier, 2007).

La mayoria de las raices de las plantas esta colonizada por hongos micorricicos arbusculares (HMA)
mutualistas, que son importantes para generar cubierta vegetal en los RMs, debido a mdltiples efectos
positivos provocados en las plantas hospederas (Menares et al., 2017; Deng y Cao, 2017). La
inoculacion con cepas de HMA ha demostrado aumentar la supervivencia y crecimiento de plantulas
lefiosas (Curaqueo et al., 2014; Fernandez et al., 2011) y pastos (Azcon et al., 2009) en suelos
derivados de RMs en areas semiaridas. Los HMA colonizan la corteza de la raiz y desarrollan un
micelio extraradical, pudiendo otorgar numerosos mecanismos que favorecen el desarrollo del
hospedero, entre estos: a) aumentos de la superficie de la raiz, mejorando la absorciéon de macro y
micronutrientes (Kohler et al., 2015; Lam et al., 2017, Wu et al., 2010), b) induccion de resistencia a
agentes patdgenos e insectos (Deng y Cao, 2017; Hodge et al., 2001), c) incremento de resistencia a
metales (Cao et al., 2008; Cornejo et al., 2013; Ferrol et al., 2009; Khan et al., 2013; Van Scholl et
al., 2007), d) aumentos en la resistencia a la sequia (Fomina et al., 2005), €) incremento en la tasa de
descomposicién de materia orgéanica y liberacion de nutrientes (Chen et al., 2013; Naranjo-Bricefio
et al., 2013), f) aumentos en la actividad enzimatica del suelo (Dai et al., 2009; Wang et al., 2006), y
g) aumento en la tasa de crecimiento y germinacion (Aly et al., 2011).



En Chile la aplicacion de HMA a los RMs es un manejo poco conocido. Lam et al. (2017) los han
aplicado en el norte de Chile, mostrando mejores resultados en movilidad de metales con respecto al
control. Kohler et al. (2015) demostraron que el uso combinado de una dosis alta de compost (2%
w/w) inoculado con HMA aument6 64% la biomasa de brotes de Anthyllis cytisoides. Verdugo et al.
(2010) evaluaron la eficacia de la aplicacion de biosélidos, cal y una micorriza comercial en RMs
observando un efecto significativo sobre la biomasa de los brotes y densidad de Lolium perenne,
aumentando el contenido de clorofilas y mejorando el establecimiento en casi todos los tratamientos.
Cornejo et al. (2013) estudiaron 3 cepas diferentes de HMA presentes en suelos contaminados con
Cu en un ensayo in situ con un cultivo de zanahoria, mostrando presencia de esporas verde-azul en
estos ambientes contaminados, asociadas a la compartimentalizacién del exceso de Cu en el
citoplasma de las esporas. Asi, para efectos de este trabajo, se define un biofertilizante como una
mezcla de enmiendas organicas e indculos micorricicos.

La seleccion de plantas es un factor clave para el éxito de la fitoestabilizacion. Escallonia rubra es
una especie nativa de Chile (Troncoso y San Martin, 1999) que ofrece potencial para establecerse en
RMs, al reportarse en sustratos con niveles altos de metales traza. La mayoria de las especies de su
género se encuentra dentro de las zonas andinas de Argentina, Chile y Pert (Morello et al., 2013).
Mejias et al. (2018) al determinar que el polen de E. rubra fue el mas abundante en abejas recolectadas
cerca y lejos del volcan Llaima, demuestran la capacidad de E. rubra para florecer con altos
contenidos de metales y la importancia econdmica que puede tener este arbusto. Cassaniti et al.
(2009), evaluando 12 arbustos ornamentales regados con aguas salinas, consideran a E. rubra dentro
de las especies moderadamente tolerantes a salinidad (la segunda especie menos afectada, con una
ligera necrosis) y no observan influencia de la solucion de riego en la relacion K/Na de sus raices.
Juarez et al. (2016) evaluaron E. rubra asociada a ecosistemas lacustres, donde acumulé més Cay K
gue especies arboreas.

La planta suculenta Carpobrotus chilensis (doca) es una especie de bajos requerimientos hidricos y
de manejo, generadora de una gran biomasa y adaptada naturalmente a sustratos arenosos y salinos
(Daza, 2017; Orchard et al., 2009; San Martin et al., 1992). Otras especies de este género fueron
reconocidas por Chiban et al. (2011) y Zhang et al. (2014) como exitosas en la absorcion de metales,
mostrando ademés una adecuada adaptacion en sustratos contaminados. Tapia et al. (2017) han
estudiado C. chilensis y han encontrado que se adapta a la escasez de nutrientes de los RMs y que
aumenta su absorcion de Cu con la aplicacion de sustancias himicas comerciales.

Chile es un pais que presenta caracteristicas climaticas, geograficas y de biodiversidad que le
permiten contar con flora nativa interesante para la fitoestabilizacion (Ginocchio y Ker, 2004);
ademas, considerando la gran produccion nacional de Cu, resulta importante desarrollar estudios que
incluyan plantas nativas y que utilicen mezclas de enmiendas organicas que favorezcan las medidas
de fitoestabilizacion, buscando desarrollar planes de manejo de los relaves mineros que sean
econdmica, social y ambientalmente sustentables.



HIPOTESIS

La adicion de biofertilizantes formulados en base a una mezcla de enmiendas orgénicas y micorrizas
favoreceré el crecimiento y la capacidad de fitoestabilizacién de plantas nativas en relaves mineros.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto de biofertilizantes, formulados en base a enmiendas organicas y micorrizas, en el
crecimiento y concentracion de metales traza y macronutrientes en plantas de Escallonia rubra y
Carpobrotus chilensis, cultivadas en relaves mineros.

Objetivos especificos

1. Evaluar la generaciéon de biomasa de C. chilensis y E. rubra con la aplicacion de
biofertilizantes en base a enmiendas organicas y micorrizas.

2. Relacionar la aplicacion de biofertilizantes con la concentracién de metales (Cu, Fe, Mn y
Zn) y macronutrientes (N, P, K) de E. rubray C. chilensis, cultivadas en relaves mineros.

3. Evaluar la distribucion de metales en distintas fracciones de los relaves mineros con
aplicacién de biofertilizantes mediante extraccién secuencial.



MATERIALES Y METODO

Lugar del estudio

El ensayo se realiz6 en condiciones de invernadero, en las dependencias de la Facultad de Ciencias
Agronomicas de la Universidad de Chile, ubicada en la Comuna de la Pintana, Region Metropolitana
(33°34> S —70° 37’ O). Todos los analisis quimicos se realizaron en el Laboratorio de Quimica de
Suelos y Aguas del Departamento de Ingenieria y Suelos de la misma Facultad.

Materiales

Recoleccién de relaves mineros

Los relaves mineros (RMs) se recolectaron del embalse Piugquenes, ubicado en el valle del Aconcagua,
Comuna de Los Andes, Region de Valparaiso, cercano al cauce del Rio Blanco (Figura 1). Este
embalse es un depésito inactivo desde 2015, de la Division Andina (DAND) de CODELCO Chile,
que opero desde 1970 hasta 1978, almacenando 33 millones de toneladas de residuos mineros (Morin,
2011), con Cu'y Mo como elementos principales de sus minerales de origen. El depésito se encuentra
a una altitud de 2150 msnm, con una precipitacion media anual de 700 mm y una evaporacion media
de aproximadamente 70 mm, con nieve en época invernal (Dold y Fontboté, 2001).

Las muestras de relaves mineros se recolectaron a una profundidad de 0-50 cm desde una zona donde
habia un establecimiento de plantas regadas manualmente. Las muestras se trasladaron al Invernadero
de Investigacion del Departamento de Ingenieria y Suelos de la Facultad de Ciencias Agrondmicas
de la Universidad de Chile, para los ensayos de fitoestabilizacion.
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Figura 1. Ubicacion (32°59'47,96"S 70°15'14,16"W) del embalse de relaves Piuquenes.

Material vegetal

Las plantas arbustivas de Escallonia rubra (Ruiz & Pav.) Pers (siete camisas o fiipa) fueron obtenidas
del vivero Antumapu de la Facultad de Ciencias Forestales y Conservacion de la Naturaleza de la
Universidad de Chile, siendo inoculadas con hongos micorricicos arbusculares (HMA) durante dos
semanas, previo al montaje del ensayo, manteniéndose inicialmente en condiciones de invernadero.
Luego se aplicaron los tratamientos respectivos y las plantas fueron trasplantadas en macetas con
RMs encalados, teniendo una masa fresca promedio de 38,5+3,7 g.

Las plantas de Carpobrotus chilensis (Molina) N.E. Br. (doca) se adquirieron en el mismo vivero y
fueron multiplicadas a través de esquejes, los cuales se inocularon y enraizaron durante
aproximadamente un mes antes del montaje del ensayo, manteniéndose inicialmente en condiciones
de invernadero. Luego fueron aplicados los tratamientos correspondientes y se realizo el trasplante a
macetas con RMs encalados, con las plantas teniendo una masa fresca promedio de 22,5+4,3 g.

Micorrizas

Los HMA fueron proporcionados por el Centro de Investigacién en Micorrizas y Sustentabilidad
Agroambiental, de la Facultad de Ingenieria y Ciencias de la Universidad de la Frontera. Los
inoculantes puros, en forma de polvo, fueron obtenidos del hongo Claroideoglomus claroideum
(especie), perteneciente al género Glomus, familia Glomeraceae y orden Glomerales.
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Enmiendas orgéanicas

Se utilizaron tres enmiendas en el ensayo, compost, vinaza y sustancias himicas. El compost de restos
vegetales (Com) fue obtenido de la planta de compostaje de residuos vegetales dependiente de la
Direccion de Gestion Ambiental de la Municipalidad de La Pintana (Santiago). Su periodo de
compostaje varia entre 6 a 12 meses, presentando pH 8,5, y un 28% de materia organica (MO). Posee
forma granulada, con particulas de tamafio variable entre 0,1 a 3,0 cm, y presencia de restos vegetales
(principalmente residuos de poda).

La vinaza (V), generada de la fermentacion y destilacion de la cafia de azlcar, fue proporcionada por
una empresa privada (Inversiones Santa Eliana Ltda.) en la forma de polvo pardo claro muy fino. Es
soluble en agua y adquiere un aspecto de liquido viscoso y oscuro, de pH 6,4, y posee 29,5% de MO.

Las sustancias himicas comerciales (H) corresponden al producto comercial ®Perl Humus
(HuminTech, Alemania), que posee un 48% de MO, un 60% de acidos hdimicos y un pH 9,6. Tiene
una forma de polvo granulado soluble, con particulas negras en forma de escamas.

Tratamientos y disefio experimental

El ensayo const6 de 7 tratamientos (Cuadro 1) con RMs distribuidos en 112 macetas plasticas de 3,5
L, (21 cm de diametroy 17 cm de alto), como unidades experimentales. Los tratamientos, conteniendo
las plantas E. rubray C. chilensis, contemplaron dos muestreos destructivos a los 90 y 140 dias desde
el inicio del ensayo. El disefio del ensayo corresponde a un disefio completamente aleatorizado con
estructura factorial de tratamientos con 4 repeticiones, considerando los factores especie (2 niveles),
tratamiento (7 niveles) y tiempo de cosecha (2 niveles).

Cuadro 1. Tratamientos para ensayos en relaves mineros (RMs).

Tratamiento Descripcion Abreviacion
TO Relaves mineros RMs
T1 Relaves mineros + compost RMs+Com
T2 Relaves mineros + vinaza RMs+V
T3 Relaves mineros + sustancias himicas RMs+H
T4 Relaves mineros + compost + micorrizas RMs+Com+MZ
TS5 Relaves mineros + vinaza + micorrizas RMs+V+MZ
T6 Relaves mineros + sustancias hliimicas + micorrizas RMs+H+MZ

Manejo del experimento

Previamente, los RMs se encalaron con CaCOs, en base a una curva de amortiguacion de pH
(Troncoso, 2018) que indico una dosis de 0,15% m/m para elevar el pH desde 4,0 a 6,0.

Las micorrizas (MZ) fueron aplicadas a las plantas antes del montaje del ensayo por medio de un
sustrato de enraizamiento que, volumétricamente, consistio en un 31,6% de perlita, 31,6% vermiculita
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y 31,6% arena, ademas de un 5,2% de inéculos micorricicos (C. claroideum) en dosis de 3,3 g kg
de relave, equivalentes a 7,6 Mg ha. En las plantas de C. chilensis la inoculacion fue realizada un
mes previo al montaje, mientras que para E. rubra, debido a un problema eléctrico en el invernadero,
se realiz6 dos semanas antes del mismo.

Posteriormente las plantas se dispusieron en las macetas con RMs y las enmiendas orgéanicas segun
los respectivos tratamientos. Las macetas se dispusieron sobre platos y se utilizé un trozo de tela en
su base para evitar la pérdida del relave. Las dosis de enmiendas organicas fueron de 0,8 Mg ha* para
vinaza y sustancias himicas comerciales, lo que equivale a 0,34 g de enmienda por kg de RMs,
mientras que para compost se usaron 10 Mg ha, equivalentes a 4,3 g compost por kg de RMs. Los
costos correspondientes a estas dosis fueron de USD$462/ha, USD$1449/ha y USD$500/ha para
vinaza, sustancias himicas comerciales y compost, respectivamente.

El ensayo se mantuvo por 140 dias, desde el 23 de enero al 10 de junio del afio 2019, en el exterior y
a la sombra (malla Raschel negra). No se aplicaron fertilizantes y el riego se realiz6 de acuerdo con
la temperatura ambiental con 150 mL de agua potable por maceta, 1 a 3 veces por semana, similar al
riego utilizado por Gutiérrez, (2017). La temperatura minima promedio del periodo del ensayo fue de
8,2°C y la méaxima de 26,3°C, la humedad relativa promedio fue de 57,8% y se registr6 un total de
9,5 mm de precipitacién durante el periodo del ensayo. Fotografias del ensayo se muestran en el
Apéndice.

Analisis quimicos de las enmiendas organicas
Para cada una de las enmiendas, a modo de caracterizacion, se midieron las siguientes propiedades:

-pH: suspensidn acuosa 1:5 (m/v) y determinacion potenciométrica (potenciometro de mesa HANNA
HI 3221).

- Conductividad eléctrica en suspension acuosa 1:5 (m/v) (CEa:s): determinacién por conductimetria
(conductimetro HANNA HI 4321).

- Nitrégeno disponible: extracciéon con KCI 2 mol L, destilacion por arrastre de vapor de amoniaco
y determinacion por titulacion en Equipo Bher.

-Fésforo disponible: extraccion con solucién de bicarbonato de sodio 0,5 mol L a pH 85y
determinacion colorimétrica del azul de molibdeno (Espectrofotometro HACH DR5000).

-Potasio disponible: extraccién con solucién de acetato de amonio 1 mol L™ a pH 7,0 y determinacion
mediante espectrofotometria de emision atomica EAA (PerkinElmer PinAAcle 500).

- Materia organica por calcinacién a 360°C, segiin metodologia de Sadzawka et al. (2005).

- Cu, Fe, Mn y Zn totales: mediante digestion acida con HCI, HF y HCIO4 (Dold y Fontboté, 2001) y
determinacion mediante EAA.

- Capacidad de intercambio catidnico (CIC), mediante saturacién con acetato de sodio a pH 8,2 y
lavado del sodio con acetato de amonio a pH 7,0 (Sadzawka et al., 2005).

- Acidos hiimicos y fulvicos: con extraccion alcalina NaOH, precipitacion con HCI y titulacion con
sulfato ferroso (Stevenson, 1994).

Andlisis quimicos de relaves mineros

-pH: suspensién acuosa 1:2,5 (m/v) y determinacion potenciométrica (pHmetro de mesa HANNA HI
3221) previo al montaje del experimento.

-CEe: conductividad eléctrica en extracto de pasta saturada y determinacion por conductimetria
(conductimetro HANNA HI 4321) previo al montaje del experimento.
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- Nitrégeno disponible: extraccién con KCI 2 mol L7, destilacion por arrastre de vapor de amoniaco
y determinacion por titulacion, al inicio y término del experimento.

-Fésforo disponible: extraccion con solucién de bicarbonato de sodio 0,5 mol L* a pH 85y
determinacion colorimétrica del azul de molibdeno mediante espectrofotémetro HACH DR5000, al
inicio y término del experimento.

-Potasio disponible: extraccién con solucién de acetato de amonio 1 mol L™ a pH 7,0 y determinacion
mediante EAA, al inicio y término del experimento.

-Materia organica: mediante oxidacion con dicromato en medio &cido y determinacion
espectrofotométrica del cromato reducido (Sadzawka et al., 2006).

-Metales totales: Cu, Fe, Mny Zn, mediante digestion acida con HCI, HF y HCIO4 (Dold y Fontboté,
2001) y determinacién mediante EAA.

Extraccion secuencial de relaves mineros

La extraccién secuencial es una metodologia que evalta la distribucién de metales en distintas
fracciones de una matriz sélida. En los relaves mineros a los 140 dias de cultivo con plantas se
procedid a realizar una extraccion secuencial para los metales Cu, Mny Zn (Dold y Fontboté, 2001)
y determinacion mediante EAA (PerkinElmer PinAAcle 500). Se evaluaron las concentraciones de
Cu, Mny Zn asociadas a siete fracciones, empleando los siguientes reactivos como extractantes para
cada fraccion:

1) Fraccion I, soluble: extraccion en agua destilada

2) Fraccion |1, intercambiable: acetato de amonio 1 M a pH 4,5.

3) Fraccion 111 asociada a oxi-hidroxidos de Fe: oxalato de amonio 0,2 M a pH 3,0.

4) Fraccién IV asociada a dxidos de Fe: oxalato de amonio 0,2 M a pH 3,0 mas bafio de agua a 80°C.

5) Fraccién V, asociada a MO y sulfuros secundarios de Cu: perdxido de H y acetato de amonio 1 M
apH 4,5.

6) Fraccion VI, asociada a sulfuros primarios: KCIOs-HCl-agua destilada-HNOs.

7) Fraccién VI, residual: digestion con HF-HCIO4-HNO3-HCI.

Para el célculo de recuperacion (%R) se compard la suma de las fracciones con la concentracion total
del metal para cada tratamiento, con el objetivo de asegurar calidad de la evaluacién. El %R aceptado
es en el rango de 70-110% (Sungur et al., 2014).

A los 90 dias y 140 dias, de iniciado el ensayo, se determinaron in situ el pH y CE de los relaves y
tratamientos mediante un medidor (HANNA 98130) multiparamétrico (Anexo 1).

Crecimiento y andlisis de tejidos en C. chilensis y E. rubra

En las plantas se evalu la altura con una cinta métrica, a los 90 y 140 dias de iniciado el ensayo. Para
el andlisis del tejido vegetal, a esas fechas se cosecharon 4 individuos de E. rubra y 4 individuos de
C. chilensis por tratamiento. Las plantas fueron separadas en parte aérea (hoja + tallo) y raiz. Las
muestras vegetales se lavaron con agua potable y luego tres veces con agua destilada. Posteriormente,
se dispusieron en bolsas de papel y fueron secadas en estufa a 65+5°C para determinar la materia
seca; luego, se molieron y tamizaron a 0,5 mm. Para la determinacion de concentraciones de
macroelementos (NPK) se utilizé el método de Lachica et al. (1965), por digestion en placa con H,0»
y H.SO.. Para los metales traza (Cu, Fe, Mn y Zn) se realiz6 una digestion con HNOs, agua destilada
y H20; en autoclave (Moreno-Jiménez et al., 2010).
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Finalmente, se determind el indice de transporte (Ti) de metales a la parte area de las plantas, mediante
la férmula (Antoniadis et al., 2017):

__ Concentracién del metal en la parte aérea de la planta (ng kg™ [1]
- Concentracion del metal en la raiz de la planta (mg kg~1)

Ti

donde si

a) Ti > 1> planta transporta el metal preferentemente a la parte aérea, presenta capacidad de

fitoextraccion.
b) Ti < 1->planta mantiene una mayor concentracion del metal en las raices, presentado capacidad de

fitoestabilizacion.

Analisis estadistico

El procesamiento de los datos se realizd a través del andlisis de varianza ANDEVA, para la
determinacion de diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos, considerando un
nivel de significancia con prueba de Tukey a p < 0,05. El andlisis fue desarrollado a través del
software para analisis estadistico Infostat (version 2008).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis quimicos de enmiendas organicas

Las principales caracteristicas quimicas de las enmiendas se presentan en el Cuadro 2. De acuerdo
con la evaluacion de pH de las enmiendas, el compost (Com) es considerado alcalino, las sustancias
hdmicas comerciales (H) son neutras, mientras que la vinaza (V) posee un pH &cido. EI Com cumple
con lo establecido en la Norma Chilena (INN, 2004) para valores de pH. Son conocidos los efectos
del pH en la movilidad de elementos traza (Conesa et al., 2006; Wang et al., 2015; Wiszniewska et
al., 2016), por lo que estas enmiendas deben ser aplicadas con precaucion (Janos, 2010; Pérez-
Esteban, 2013; Yang et al., 2007.), sobre todo en el caso de la V por su pH &cido y atendiendo al
objetivo de inmovilizar los elementos traza.

Cuadro 2. Propiedades quimicas de enmiendas organicas.

Propiedad Compost Vinaza Sustancias

(Com) (V) himicas (H)
pH 8,1+0,1 5,4+0,0 7,1+0,0
CE1s (MmS cm™) 4,5+0,0 19,2+0,1 6,3+0,3
MO (%) 22,9+0,7 72,3+9,3 61,1+0,7
N disponible (mg kg™) 97,0+2,3 187,345 945,0+35,0
P disponible (mg kg™) 277,0+108,7 109,8+28,3 18,0+2,1
K disponible (mg kg?) 11806,4+208,9 101435,7+1919,4 156,1+13,0
CIC (cmol:kg™?) 59,315,4 23,5+10,4 75,245,8
Cu total (mg kg?) 36,3+5,3 58,4+1,8 5,4+1,7
Fe total (mg kg?) 12947,5+1899,7 222,4+27,6 11590,0+583,0
Mn total (mg kg?) 205,8+11,5 34,6+0,5 49,5+6,8
Zn total (mg kg?) 33,6+1,7 4,8+0,7 1,2+0,1
Carbono organico (CO, %) 13,3+0,4 42,0+5,4 35,5+0,4
C en &c. himicos (g kg?) 28,4494 52,7+6,5 137,7+6,5
C en &c. falvicos (g kg?) 18,4425 44,3+0,1 40,1+35

CE1:5: conductividad eléctrica 1:5 m/v, MO: materia orgénica, CIC: capacidad de intercambio catiénico. Valores promedio
+ desviacion estandar; n=4.

La CE1s medida en las tres enmiendas fue superior a 4 mS cm™. El valor de la V es catalogado como
muy alta (>10 mS cm), mientras que H es clasificada como medianamente alta (5 -10 mS cm™)
(Woods Ends Research Laboratory, 2005). En el caso del Com, se considera de clase B (CE < 8 mS
cm) (INN, 2004), con una CE media (2-5 mS cm™) (Woods Ends Research Laboratory, 2005). Sin
embargo, Hazelton and Murphy (2007) sefialan la dificultad de interpretar los valores de CEj:s,
proponiendo un factor de correccion de 4,9 en suelos para expresarla como CEe, con lo que las tres
enmiendas mostrarian una conductividad eléctrica muy alta. Esta condicion propone un uso en dosis
moderadas, dado su potencial de salinizacion del relave.

El contenido de materia organica (MO) fue mas alto en V' y H. Los valores de N disponible fueron
diferentes entre las enmiendas, y se puede apreciar que H es la enmienda con més alto valor; sin
embargo, al evaluar el Ky P disponibles, H posee concentraciones menores en comparacion con Com
y V.
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La capacidad de intercambio catiénico (CIC) fue mayor en H, seguido por Com y por Gltimo V. Para
efectos de la fitoestabilizacion de metales, una mayor CIC implicard una mayor adsorcion de metales
(Andrades y Martinez, 2014; Hattab et al., 2014). Cabe mencionar que los valores de CIC fueron
mayores en las tres enmiendas en comparacién con los registrados por Chaudhuri et al. (2003) para
cenizas de C y biosolidos (4,5y 16,5 cmol.kg™, respectivamente).

Las mediciones de Cu total muestran valores més altos en Com y V, aunque esto no implica que el
metal se encuentre disponible. De acuerdo con la norma chilena (INN, 2004), el Cu en Com no supera
la concentracién maxima permitida de 100 mg kg, mismo limite establecido por la norma europea,
y tampoco excede los niveles estipulados por los estandares EPA (1500 mg Cu kg?) (Woods Ends
Research Laboratory, 2005). Por otra parte, V y H poseen valores dentro de lo estipulado en los
limites de concentracion de Cu para productos fertilizantes elaborados con materias primas de origen
animal o vegetal de la normativa espafiola (BOE-A, 2005), y también cumplen los limites definidos
por Woods Ends Research Laboratory (2005).

Los valores medidos para Fe fueron considerablemente méas bajos para V que para las otras dos
enmiendas, sin embargo, no existe una concentracion maxima para este elemento en las normas
chilena o esparfiola. La escasa movilidad de este metal, y su alta afinidad con la MO evitan problemas
por excesos en plantas, o lixiviacién hacia napas freaticas (Chaudhuri et al., 2003).

Las concentraciones de Mn tampoco poseen niveles normados, pero cabe destacar que el Com
contiene aproximadamente 4 veces mas Mn que las otras enmiendas, situacion que pudiese generar
inconvenientes por competencia con otros microelementos.

Respecto a la concentracion de Zn, el Com cumple con la norma chilena (200 mg kg?) (INN, 2004),
las normas EPA (2.800 mg kg?) y la europea (400 mg kg*) (Woods Ends Research Laboratory, 2005),
mientras que las otras dos enmiendas estarian bajo el limite propuesto por la normativa espafiola para
abonos de clase A (BOE-A, 2005), y también bajo el limite de la norma EPA y la europea (Woods
Ends Research Laboratory, 2005).

El contenido de carbono organico (CO) fue superior para H y V. Esto propone que estas enmiendas
generaran aumentos mayores en la produccion de biomasa de las plantas, sin embargo, el CO disuelto
tiene propiedades quelantes (Wiszniewska et al., 2016; Yao et al., 2012), por lo que, a pesar de que
podrian mejorar el crecimiento de las plantas, también pueden aumentar la absorcién y transporte a
la parte aérea de los elementos traza.

Los analisis de CO asociados a sustancias himicas sefialan que las tres enmiendas poseen una mayor
proporcién de C como acidos himicos que como acidos falvicos, caracteristica positiva en relacion a
que las asociaciones de humato-metal son de menor movilidad que las asociaciones fulvato-metal. La
mayor concentracion de CO como acidos himicos se observd en H, lo que permite inferir que una
menor dosis de esta enmienda podria generar una cantidad similar de enlaces 6rgano-metalicos.
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Andlisis quimicos de relaves mineros (RMs)

Las principales caracteristicas quimicas de los RMs se presentan en el Cuadro 3. El pH se clasifica
como extremadamente &cido y los valores obtenidos de CEe lo clasifican como un tecnosol no salino
(Azhar et al., 2019; Bertazzini et al., 2018).

Cuadro 3. Propiedades quimicas del relave minero Piuguenes.

Propiedad
pH 4,0x0,0
CEe (mS cm?) 0,8+0,0
CO (%) 0,50,0
N disponible (mg kg™) 57,2+1,3
P disponible (mg kg?) 36,5+1,4
K disponible (mg kg?) 47,1429
Cu total (mg kg?) 679,2+30,1
Fe total (mg kg™?) 87416,7+4282,0
Mn total (mg kg?) 139,6+5,4
Zn total (mg kg?) 65,3+10,3

CEe: conductividad eléctrica en extracto de pasta saturada, CO: carbono organico. Valores promedio *
desviacion estdndar; n=4.

El contenido de materia organica (MO) de los RMs es considerado muy bajo, pero dentro del rango
encontrado en estos materiales (Hossner y Shahandeh, 2005). EI contenido de N disponible es menor
que el reportado por Crecchio et al. (2001) y por Hattab et al. (2014) en RMs. Esto destaca el hecho
gue este sustrato proviene de un tranque de relaves inactivo y envejecido, donde se ha lavado gran
parte de las sales producto de las precipitaciones y otros procesos de lixiviacién profunda. La
concentracion de K disponible es considerada baja (Aguilar et al., 1987a) y se encuentra dentro del
rango encontrado en RMs (Hossner y Shahandeh, 2005). En cuanto al contenido de P disponible, este
se encuentra en un rango medio (Aguilar et al., 1987b) y también coincide con el rango encontrado
en RMs (Hossner y Shahandeh, 2005).

El contenido de Cu total en el relave supera el rango para suelos (Bowen, 1979), pero esta dentro del
rango encontrado en RMs por Hossner y Shahandeh (2005), que abarca desde 1 a 750 mg Cu kg?. La
concentracién de Fe esta acorde al rango publicado por Sparks (2003), pero supera el rango
encontrado en RMs por Hossner y Shahandeh (2005). En cuanto al contenido de Mn, segun las
directivas de Kelly (1979) esta concentracién corresponde a un suelo no contaminado, y se encuentra
dentro de los rangos publicados para suelos (Bohn et al., 2001; Sparks, 2003) y RMs (Hossner y
Shahandeh, 2005). Respecto a la concentracion de Zn, esta también esta acorde a las concentraciones
encontradas en suelos y RMs (Bohn, 2001; Hossner y Shahandeh, 2005; Sparks, 2003).

En sintesis, el relave estudiado posee caracteristicas inadecuadas para el desarrollo de las plantas, en
concordancia con lo publicado en bibliografia (Bes et al., 2014; Navarro et al., 2004; Navarro y Pérez-
Sirvent, 2008; Robles-Arenas et al., 2006), donde lo mas preocupante es el pH fuertemente acido. En
estas condiciones, aumenta la concentracion disponible de elementos traza metalicos, permitiendo su
lixiviacion hacia las napas freaticas, generando riesgos de contaminacion. Si bien el encalado de los
RMs en la maceta deberia ser suficiente para aminorar este riesgo, es recomendable que esos metales
formen complejos mas estables con la MO, o que disminuyan su toxicidad (Adnani et al., 2015) para
que, a largo plazo, estos metales no vuelvan a solubilizarse ante procesos de acidificacion, o que al
menos lo hagan en formas menos solubles.
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Evaluacion de las plantas

Biomasa de Carpobrotus chilensis

A los 90 dias, la masa seca de la parte aérea disminuyé para RMs+H+MZ respecto a TO (Cuadro 4),
y se aprecia una tendencia a aumentar en RMs+H y RMs+Com. En la masa seca de raices del
tratamiento RMs+Com y RMs+H fue significativamente mayor que TO y los demas tratamientos en
este periodo. Para la variable altura de planta no se observaron diferencias estadisticas significativas.

A los 140 dias la masa seca aérea y la altura de las plantas tienden a ser mayores para RMs+V+MZ
y RMs+Com, respectivamente, pero sin diferencias significativas respecto a TO. En la masa seca de
raices tampoco se encontraron resultados positivos, e incluso se observa que RMs+H,
RMs+Com+MZ y RMs+H+MZ presentan valores significativamente menores al testigo (RMs). Los
tratamientos con sustancias htimicas fueron los de menor generaciéon de masa seca, atribuible a la
menor dosis aplicada de sustancias humicas, y por lo tanto menores aportes de P y K para la planta.
En general, los resultados indican que la aplicacidn de enmiendas y/o micorrizas no mostraron efecto

en el aumento de biomasa en esta planta.

Cuadro 4. Materia seca y altura de plantas de Carpobrotus chilensis en el tiempo.

Masa seca Altura
Tiempo Tratamiento Aérea Raices
9) (cm)

90 dias RMs 3,63+0,89bc 0,50+0,16a 29,8+8,5a
RMs+Com 3,92+1,48bc 1,79+0,33c 42,3+11,0a
RMs+V 2,35+1,04ab 0,38+0,04a 32,5+14,5a
RMs+H 4,67+1,12c 1,00+0,06b 29,849,0a
RMs+Com+MZ 3,10+0,23bc 0,48+0,22a 33,0+£5,4a
RMs+V+MZ 2,51+0,42ab 0,37+0,12a 31,3+15,2a
RMs+H+MZ 0,81+0,04a 0,29+0,05a 24,0+8,2a

140 dias RMs 4,89+0,24bc 1,13+0,03d 37,3%4,7abc
RMs+Com 5,02+0,47bc 0,78+0,13cd 50,3+1,7¢c
RMs+V 5,84+0,86¢ 1,16+0,35d 39,5+8,7abc
RMs+H 1,19+0,29a 0,35+0,14ab 26,0+9,9a
RMs+Com+MZ 3,93+0,44b 0,69+0,10bc 42,5+4,4bc
RMs+V+MZ 5,96+1,40c 0,85+0,17cd 45,0+3,5bc
RMs+H+MZ 1,73+0,09a 0,28+0,06a 31,3+8,3ab

Diferentes letras en una misma columna indican diferencias entre tratamientos segun prueba de Tukey (p < 0,05). Valores
promedio + desviacion estandar; n=4.
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Cobre en Carpobrotus chilensis

A los 90 dias, los niveles de Cu en parte aérea no mostraron diferencias significativas respecto a TO
(Cuadro 5), aunque se aprecia una tendencia a ser menores para RMs+V. Estos valores son similares
al rango publicado por Tapia et al. (2017) de 13-29 mg Cu kg™ para C. chilensis. En las raices, todos
los tratamientos aumentaron significativamente el Cu respecto a TO, con RMs+Com y RMs+H con
las mayores concentraciones. El nivel de Cu en raices fue menor en los tratamientos con MZ respecto
a los sin MZ. El menor indice de transporte (Ti) a la parte aérea fue obtenido para RMs+Com y
RMs+V.

A los 140 dias la concentracion de Cu en la parte aérea disminuyd con respecto a los 90 dias, atribuible
a un efecto de dilucion por el crecimiento de la planta (Cuadro 5). EI Cu fue mayor para
RMs+Com+MZ respecto a TO. En raices, los niveles significativamente mayores de Cu se
encontraron para RMs+Com y RMs+H, no obstante que Com y H presentan menor concentracion de
Cu (Cuadro 2), lo que indica que estas enmiendas aumentaron la disponibilidad de Cu para las raices.
Los niveles de Cu encontrados en raices fueron superiores a los descritos por Daza (2017) (102-106
mg kg?), y cercanos a los publicados por Tapia et al. (2017) (110-231 mg kg?). El tratamiento
RMs+Com muestra resultados méas favorables a la fitoestabilizacién, debido a que es menor la
concentracion de Cu en parte aérea y mayor en raices, como indica el menor valor de indice de
transporte.

En general, los niveles de Cu para todos los tratamientos superaron el limite del rango suficiente o
adecuado en plantas segin Kirkby (2012), mientras que seguin Bohn et al. (2001) s6lo el tratamiento
RMs+V estaria fuera del rango normal. Segin Kabata-Pendias (2011) todos los tratamientos estan en
el rango de concentracion suficiente o normal.

Cuadro 5. Concentracion de Cu (mg kg™) e indice de transporte (Ti) de Carpobrotus chilensis en el
tiempo.

Cu
Tiempo Tratamiento Parte aérea Raices Ti
(mg kg™) -

90 dias RMs 19,645,2ab 32,5+5,5a 0,40
RMs+Com 20,2+4,8ab 248,9+73,3cd 0,08
RMs+V 14,5+3,0a 180,4+20,7bcd 0,08
RMs+H 26,8+6,0b 262,5+74,0d 0,10
RMs+Com+MZ 29,845,6b 187,3+64,5bcd 0,16
RMs+V+MZ 23,5+7,1ab 138,1+60,4abc 0,17
RMs+H+MZ 30,1+4,1b 88,5+21,0ab 0,34

140 dias RMs 6,4+1,9abc 36,414, 4a 0,18
RMs+Com 4,1+0,4ab 261,9+73,5cd 0,02
RMs+V 3,2+0,6a 170,4+59,1bc 0,02
RMs+H 11,0£0,3cd 300,7+76,8d 0,04
RMs+Com+MZ 12,3+4,1d 145,0+35,9abc 0,08
RMs+V+MZ 4,1+1 4ab 183,9456,6bcd 0,02
RMs+H+MZ 8,6+2,8bcd 107,8+16,4ab 0,08

Referencias de niveles comunes de Cu en plantas

Bohn (2001) 4,0-15

Kabata-Pendias (2011) 5,0-30

Kirkby (2012) 6,0

Ti: Indice de transporte a la parte aérea. Diferentes letras, en columnas, indican diferencias entre tratamientos de acuerdo
al test de Tukey a p < 0,05). Valores promedio + desviacion estandar; n=4.
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Hierro en Carpobrotus chilensis

A los 90 dias, la concentracion de Fe en parte aérea de C. chilensis no mostrd diferencias
significativas entre los tratamientos (Cuadro 6), sin embargo, fue menor en RMs+H. En raices, el
mayor nivel de Fe se observé en TO, pero sin diferencias significativas, lo que es consecuente con el
menor valor de Ti. Por lo tanto, a los 90 dias no se observé efectos de los tratamientos en el Fe.

A los 140 dias, la concentracion de Fe en parte aérea fue significativamente mayor para RMs+H
(Cuadro 6). Los resultados indican que el tratamiento RMs+H mostré un efecto quelante sobre el Fe,
y las micorrizas disminuyeron este efecto. Los valores de Fe superan lo expuesto por Daza (2017)
(167-229 mg kg™), pero estan dentro del rango expuesto en Tapia et al. (2017) (209-546 mg kg™).
Respecto al Fe en raices, también el tratamiento RMs+H presentd una concentracion
significativamente mayor que TO, sin embargo, estas concentraciones fueron menores que las
expuestas por Daza (2017) (724-1399 mg kg?) y por Tapia et al. (2017) (894-2320 mg kg?). En
funcidn de la capacidad de fitoestabilizacion, RMs+H, no es un tratamiento favorable, debido a que
evidencio un Ti >1,0. El mas favorable a la fitoestabilizacion de Fe segin Ti fue RMs+V.

En general, el nivel de Fe en parte aérea en todos los tratamientos super6 el valor propuesto por
Kirkby (2012), sin embargo, estan dentro del rango comin en plantas segin Havlin et al. (2014),
excepto RMs+H a los 140 dias.

Cuadro 6. Concentracion de Fe (mg kg™?) e indice de transporte (Ti) de Carpobrotus chilensis en el
tiempo

Fe

Tiempo Tratamiento Parte aérea Raices Ti

(mg kg™) -
90 dias RMs 157,0£64,0a 645,7+184,6a 0,24
RMs+Com 159,5+64,1a 376,7+67,4a 0,42
RMs+V 171,3+67,4a 452,2+81,7a 0,38
RMs+H 137,1+22,3a 469,4+281,4a 0,29
RMs+Com+MZ 231,2+69,1a 408,7+87,9a 0,57
RMs+V+MZ 142,8+71,2a 396,8+105,9a 0,36
RMs+H+MZ 139,591 4a 457,9+297,3a 0,30
140 dias RMs 167,9£20,2a 181,9450,0ab 0,92
RMs+Com 138,0+£35,4a 254,2+24,6bc 0,54
RMs+V 142,5+21 ,4a 302,2+66,5bc 0,47
RMs+H 354,2+94,5h 314,8+79,1c 1,13
RMs+Com+MZ 118,8+1,8a 239,1+54,6abc 0,50
RMs+V+MZ 101,2+9,7a 177,7+63,6ab 0,57
RMs+H+MZ 170,3+6,9a 126,4+6,8a 1,35

Referencias de niveles de Fe comunes en plantas

Havlin et al. (2014)

50-250

Kirkby (2012)

100

Ti: Indice de transporte a la parte aérea. Diferentes letras, en columnas, indican diferencias entre tratamientos de acuerdo
al test de Tukey a p <0,05). Valores promedio + desviacion estandar; n=4.
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Manganeso en Carpobrotus chilensis

A los 90 dias, la concentracion de Mn en parte aérea fue significativamente menor para RMs+H+MZ
gue en RMs (Cuadro 7). El nivel de Mn para todos los tratamientos se ajusta a las referencias normales
en parte aérea. Para la misma especie se han encontrado mayores concentraciones de Mn, de 439-930
mg kg? (Tapia et al., 2017) y 729-938 mg kg™ (Daza, 2017). El nivel de Mn en raices no presentd
diferencias significativas entre los tratamientos, con la excepcion de RMs+Com+MZ, que fue
significativamente mayor al testigo. Esta especie presenta capacidad de fitoextraccion de Mn para
todos los tratamientos, indicado por Ti>1,0. Esto sugiere que esta especie es acumuladora de Mn,
como lo han informado otros autores (Tapia et al., 2017).

A los 140 dias la concentracion de Mn en parte aérea de C. chilensis fue significativamente mas baja
en RMs+H+MZ que en RMs (Cuadro 7), lo cual es favorable a la fitoestabilizacion de Mn, mientras
que fue significativamente mayor en RMs+V respecto del testigo

Las concentraciones en raices no mostraron diferencias significativas entre los tratamientos con
respecto a RMs, sin embargo, similar a la parte aérea, la menor concentracién fue obtenida por
RMs+H+MZ, lo que indica que probablemente las sustancias humicas y las micorrizas disminuyeron
la disponibilidad de este metal. Estas concentraciones de Mn fueron menores a las expuestas por
Daza (2017) (509-774 mg kg) y Tapia et al. (2017) (423-672 mg kg?). El indice de transporte
muestra que la planta continua la translocacién de Mn a la parte aérea, y, por lo tanto, se confirma su
capacidad de fitoextraccion de Mn.

En general, los niveles de Mn en parte aérea se ajustan a las referencias de Kirkby (2012), Bohn et
al. (2001) y Kabata-Pendias (2011).

Cuadro 7. Concentracion de Mn (mg kg™?) e indice de transporte (Ti) de Carpobrotus chilensis en
el tiempo.

Mn
Tiempo Tratamiento Parte aérea Raices Ti
(mg kg*)

90 dias RMs 103,349,7bc 16,4+3,9a 6,29
RMs+Com 129,1+28,7bc 26,0+6,0ab 4,96
RMs+V 142,2+28,4c 24,3+3,3ab 5,83
RMs+H 82,6+19,2ab 20,0+4,7ab 4,13
RMs+Com+MZ 99,9+22,0bc 30,9+7,8b 3,23
RMs+V+MZ 82,1+17,8ab 18,9+3,3a 4,35
RMs+H+MZ 52,247 ,5a 20,8+2,9ab 2,51

140 dias RMs 129,3+13,8b 44,0+4,9ab 2,94
RMs+Com 146,7+28,9bc 45,1+8,5ab 3,25
RMs+V 207,4+71,0c 49,7+4,8b 4,17
RMs+H 100,9+22,8ab 40,3+3,7ab 2,51
RMs+Com+MZ 112,3+20,5ab 49,3+7,3b 2,28
RMs+V+MZ 95,2+16,7ab 40,5+9,2ab 2,35
RMs+H+MZ 69,2+10,6a 34,5+5,3a 2,01

Referencias de niveles de Mn comunes en plantas

Kirkby (2012) 50

Bohn (2001) 15-100

Kabata-Pendias (2011) 30-300

Ti: Indice de transporte a la parte aérea. Diferentes letras, en columnas, indican diferencias entre tratamientos de acuerdo

al test de Tukey a p <0,05). Valores promedio + desviacion estandar; n=4.
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Zinc en Carpobrotus chilensis

A los 90 dias en parte aérea de C. chilensis los tratamientos RMs+V y RMs+H+MZ mostraron las
concentraciones significativas méas bajas para Zn (Cuadro 8). En raices, RMs+Com y RMs+Com+MZ
mostraron significativamente mayores concentraciones de Zn, atribuido a una mayor concentracion
de Zn del compost (Cuadro 2). El menor Ti para Zn se observo para RMs+Com y RMs+Com+MZ.

A los 140 dias la concentracion de Zn en parte aérea fue menor en el tratamiento RMs+H, aunque sin
diferencias significativas respecto a RMs (Cuadro 8). Los niveles de Zn fueron cercanos a las
encontrados por Daza (2017) (24-43 mg kg?) y Tapia et al. (2017) (24-57 mg kg?) en la misma
especie. En las raices, la concentracion de Zn significativamente mayor a los 140 dias se observo en
RMs+Com+MZ. Las concentraciones en raices fueron superiores a las reportadas por Daza (2017),
de 27-33 mg kg*y similares a Tapia et al. (2017) de 42-94 mg kg™. El menor Ti para Zn se observé
para RMs+V.

En general todos los tratamientos superan los niveles de referencia Zn de Bohn (2001) y Kirkby
(2012) y se encuentran dentro del rango de Kabata-Pendias (2011).

Cuadro 8. Concentracion de Zn (mg kg?) e indice de transporte (Ti) de Carpobrotus chilensis en el
tiempo.

Zn
Tiempo Tratamiento Parte aérea Raices Ti
(mg kg™) -

90 dias RMs 39,3+1,0b 45,9+0,9¢ 0,86
RMs+Com 65,8+4,2d 84,8+1,0e 0,78
RMs+V 28,2+1,7a 35,9+1,1ab 0,79
RMs+H 36,4+1,5b 42,4+2,3bc 0,86
RMs+Com+MZ 61,9+3,5d 80,8+1,7e 0,77
RMs+V+MZ 52,7+1,3c 54,1+0,8d 0,97
RMs+H+MZ 30,1+0,8a 34,9+7,3a 0,86

140 dias RMs 39,249,5ab 44,048,5ab 0,89
RMs+Com 67,8+13,7bc 72,7+13,1bc 0,93
RMs+V 42,5+11,5ab 65,9+14,0bc 0,65
RMs+H 33,148,4a 31,6+£11,5a 1,05
RMs+Com+MZ 72,1£12,7¢ 83,8+8,9¢ 0,86
RMs+V+MZ 56,1+15,2abc 68,1+19,3bc 0,82
RMs+H+MZ 44,8+14,8abc 64,8+15,9bc 0,69

Referencias de niveles de Zn comunes en plantas

Bohn (2001) 8-15

Kirkby (2012) 20

Kabata-Pendias (2011) 27-150

Ti: Indice de transporte a la parte aérea. Diferentes letras, en columnas, indican diferencias entre tratamientos de acuerdo
al test de Tukey a p < 0,05). Valores promedio + desviacion estandar; n=4.

Los contenidos de Cu, Fe, Mn 'y Zn que considera la masa seca de parte aérea y de raices de las plantas
de C. chilensis se muestran en Anexo 2 y Anexo 3 respectivamente.
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Macronutrientes disponibles en Carpobrotus chilensis

Los niveles de N en C. chilensis aumentaron significativamente con la aplicacion de los tratamientos
enmendados, mientras que no se observaron diferencias para P y K respecto a RMs (Cuadro 9). Los
mayores niveles de P se encontraron en RMs+Com+MZ y RMs+H+MZ, mientras que para K el nivel
fue mayor para RMs+Com y RMs+H. A pesar de estas diferencias significativas, no se aprecio una
relacion entre la aplicacion de enmiendas y la biomasa seca (Cuadro 4). Los niveles de NPK de esta
planta son menores a las referencias de Kirkby (2012) y Havlin (2014) y presentarian deficiencias.
Sin embargo, esta especie es de bajo requerimiento de nutrientes como lo demuestra en su habitat
(arenales y roquerios) donde es capaz de crecer (Riedemann et al., 2004). Los resultados para esta
especie muestran que no se observaron efecto de las micorrizas en la concentracion de
macronutrientes.

Cuadro 9. Concentracion de NPK en tejidos vegetales aéreos de Carpobrotus chilensis a 140 dias.
Parte aérea

Tratamiento N P K
(mg kg)

RMs 360,2+0,32a 959,8+107,6¢ 3078,4+644,0ab
RMs+Com 965,6+309,5b 636,6+£192,7ab 4118,2+1183,4b
RMs+V 985,6+377,0b 855,6+126,3bc 2863,8+526,9ab
RMs+H 1029,6+393,2b 791,0+227,8bc 3838,2+738,4ab
RMs+Com+MZ 1083,6+411,8b 991,0+20,5¢ 2609,5+£126,0a
RMs+V+MZ 1035,9+391,4b 413,3£59,8a 2474,4+£512,8a
RMs+H+MZ 1002,1+377,4b 1024,6+11,1c 2357,1+32,0a

Referencias de macronutrientes comunes en plantas
Kirkby (2012) 15.000 2000 10.000
Havlin et al. (2014) 10.000-60.000 1000-5000 10.000-50.000

Diferentes letras, en columnas, indican diferencias entre tratamientos de acuerdo al test de Tukey a p < 0,05). Valores

promedio + desviacion estandar; n=4.
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Extraccidn secuencial de metales en relaves mineros. Carpobrotus chilensis.

La distribucion de Cu en relaves mineros y tratamientos para C. chilensis se muestra en el Cuadro 10.
Fl 'y FIl corresponden a las concentraciones de metales disponibles para las plantas, mientras que las
FIIl y FIV son de disponibilidad intermedia y en FV, FVI y FVII los elementos metalicos se
consideran precipitados y, por lo tanto, no disponibles para las plantas.

La evaluacién de riesgo de movilidad de metales (absorcion de plantas, lixiviacion) indica que, con
respecto a la concentracion total, si la suma de fracciones solubles e intercambiables es <1,0 % no
hay riesgo; 1-10% el riesgo es bajo; 11-30% riesgo medio; 31-50% alto riesgo y >50% muy alto
riesgo (Mileusnic et al., 2014). Por lo tanto, los relaves mineros y todos sus tratamientos presentan
riesgo bajo a medio de movilidad de Cu, con una suma de fracciones solubles e intercambiables que
en promedio alcanz6 el 10% (Figura 2). La suma de Fl y Fll esta en el rango de Cu de 100-200 mg
kg, que en suelos representa contaminacion ligera (Kelly, 1979).

RMs+H mostr6 la mas alta concentracion de Cu disponible, lo que es consecuente con la mayor
absorcién de este metal por parte de C. chilensis (Cuadro 5), mientras que en RMs+Com+MZ
aument6 el Cu en FVII, lo que es conveniente desde el punto de vista de disminuir la movilidad del
metal.

Dold y Fontboté (2001) encontraron una mayor concentracion de Cu total (1356 mg kg™) en relave
Piuquenes y la distribucion de Cu entre las fracciones fue similar a lo medido en este trabajo.
Khorasanipour et al. (2011) encontraron en muestras subsuperficiales de relaves mineros de Cu de
Sarcheshmeh (Ir&n) una distribucion similar entre las fracciones, con una baja disponibilidad de este
metal, el cual se asocié preferentemente en los 6xidos de hierro. Como sefiala Pérez-Esteban et al.
(2013), a pesar de la alta afinidad del Cu para formar complejos 6rgano-minerales, el bajo porcentaje
de materia organica en los relaves propicia su acumulacién en los 6xidos e oxihidréxidos de hierro,
y sulfuros, los cuales tienden a ser mas abundantes en los relaves.

En general, para todos los tratamientos, el Cu se encontré en mayor concentracion en la FV, asociada
a sulfuros secundarios, lo que es esperable debido que la presencia del mineral CuFeS; (calcopirita).
La distribucion porcentual en la FV alcanzé un promedio de 26% en relacién a la concentracion total
(Figura 2).

Cuadro 10. Distribucion de Cu en relaves mineros Piuguenes después de 140 dias de cultivo con
Carpobrotus chilensis.

Tratamiento FI Fll FlI FIV Y, VI VIl [suma Concfo'glac'é” R (56)
Cu (mg kg™
RM 031 + 015|143 + 499]149 & 341|174 + 496|263 + 3457|171 + 752|127 + 01] 014 | 1186 + 113 77
RM +C 021 + 010|130 + 258|159 + 27,1 |164 + 652|116 + 9,99 [74,7 + 983|847 + 01| 652 | 833 + 625 78
RM +V 042 + 010|132 + 384|151 + 40,9 [135 + 37,9| 284 + 6347|115 + 120|107 + 01| 828 | 971 + 724 85
RM +H 060 + 027907 + 551|139 + 27,5 [157 + 281|235 + 4551]100 + 12,1|103 + 01| 742 | 939 + 184 79
RM+C+Mz 023 + 014|860 + 131|176 + 344 |176 + 404|128 + 100|968 + 187|230 + 0,1| 686 | 903 + 51,0 76
RM+V+MZ 037 + 001|121 + 271|166 + 834 |155 + 411|164 + 3323|102 + 44,7|7,67 +« 01| 716 | 870 + 241 82
RM+H+Mz 032 + 014|105 + 155|148 + 303|147 + 6,80| 184 + 50,12{99,8 + 147|127 + 01| 696 | 856 + 200 81

R(%): recuperacion porcentual respecto a la concentracion total. Valores promedio + desviacion estandar; n=4.

La distribucion de Mn indica que se encontré principalmente asociado a la FVII, relacionada a
sulfuros, de menor disponibilidad para la planta (Cuadro 11). EI Mn en los relaves y sus tratamientos,
en FI+FIl fue menor al 10% del total, indicando bajo riesgo de disponibilidad (Mileusni¢ et al., 2014),
excepto RMs+Com y RMs+V+MZ que superaron este valor. Estos resultados son consecuentes con
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lo observado en C. chilensis que aumentd su absorcién en parte aérea con RMs+Com, aunque no en
forma significativa (Cuadro 7). La concentracién de Mn disminuyd para todos los tratamientos en
FV, respecto a RMs, probablemente por la baja afinidad de la MO de las enmiendas con el Mn.
Dold y Fontboté (2001) encontraron un 45% del Mn total en FVI, respecto a un promedio de 48%
medido en el presente trabajo (Figura 2).
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Figura 2. Distribucion de Cu, Mn'y Zn (%) en relaves mineros y distintos tratamientos después de 140
dias de cultivo con Carpobrotus chilensis.
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Cuadro 11. Distribucion de Mn en relaves mineros Piuguenes después de 140 dias de cultivo con
Carpobrotus chilensis.

FI Fll FlI FIV Y, VI FVII suma COnCENtracion

Tratamiento total R(%0)
Mn (mg kg™)
RM 1,08 + 0,33 7,09 + 1,55 18,2 + 2,84 222 + 182 323 + 0,34 490 + 6,41 337 + 3,67 135 174 + 423 77
RM +C 111 + 0,23 148 + 2,97 23,7 + 517 334 + 491 003 + 000 343 + 606 299 + 812 137 173 + 261 80
RM +V 1,78 + 0,22 110 + 3,23 16,8 + 2,21 459 + 6,10 0,03 + 0,02 51,0 + 3,08 33,6 + 11,41 160 193 + 496 83
RM +H 2,27 + 025 801 + 341 154 + 351 36,3 + 0,39 0,04 + 0,01 565 + 880 27,1 + 265 146 165 + 077 88
RM+C+Mz 036 + 007 7,01 + 2,40 30,2 + 419 447 + 1,46 003 + 001 39,2 + 530 286 + 584 150 165 + 173 91
RM+V+Mz 005 + 001 170 + 1,13 147 + 2,96 443 + 3,47 006 + 005 473 + 757 224 + 368 146 166 + 024 88
RM+H+Mz 314 + 0,12 11,7 + 357 17,2 + 2,00 50,0 + 8,36 0,04 + 001 57,1 + 134 453 + 477 184 219 + 089 84

R(%): recuperacion porcentual respecto a la concentracion total. Valores promedio + desviacion estandar; n=4.

La distribucion de Zn muestra que no se detectd el metal en la FI (Cuadro 12), similar a lo obtenido
en estos relaves por Dold y Fontboté (2001). En FlI se observé un aumento de Zn en RMs+H, pero
no significd una mayor absorcién por parte de la planta (Cuadro 8). RMs+Com+MZ presenté mayor
concentracion de Zn en FllI, y esto se reflejé en la raiz de la planta (Cuadro 8). En general la mayor
concentracion de Zn se encontré asociada a FVI con alrededor de un 32% (Figura 2).

Cuadro 12. Distribucion de Zn en relaves mineros Piuquenes después de 140 dias de cultivo con
Carpobrotus chilensis.

Concentracién

Tratamiento FI FlI FllI FIV Fv FVI FVIl  Suma total '
Zn (mgka) )
RM <LD 135+ 01 242+ 01 849 + 01 473+ 01 144+ 01 93+ 01 406 452 + 200 90
RM +C <LD 046+ 01 215+ 01 gg1 + 01549+ 01 1224+ 01 gg+ 01 379 365+ 756 104
RM +V <LD 052+ 01 193+ 01 104+ 01709+ 01 120+ 01 120+ 01 439 484 + 457 91
RM +H <LD 263+ 01 303+ 01 952+01490+ 01 142+ 01 702+ 01 412 511+ 279 81
RM +C+MZ <D 014 + 01 492+ 01 990 + 01 611+ 01 151+ 01 g5+ 01 447 494+ 204 90
RM +V+MZ <D 044+ 01 149+ 01 936+ 01524+ 01 1444+ 01 9314+ 01 400 50,3+ 269 80

RM +H+MZ <1b 094+01 202+ 01 794+01 164+ 01 140+ 01 g1+ 01 495 565+ 102 87
R(%): recuperacion porcentual respecto a la concentracion total. LD: Limite de deteccion. VValores promedio + desviacion estandar; n=4.

En general, la distribucion de Cu, Mn'y Zn en los relaves Piuquenes mostraron concentraciones bajas
en las fracciones disponibles para las plantas. No obstante, el pH acido y eventos significativos de
precipitaciones (Zipper et al., 2011) pueden favorecer que los metales pasen a la solucion
(Khorasanipour et al., 2011; Navarro et al., 2004), y con ello a las napas subterraneas.
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Biomasa de Escallonia rubra

A los 90 dias la masa seca de parte area y raiz, y la altura de las plantas de E. rubra no presentaron
diferencias significativas entre los tratamientos (Cuadro 13), sin embargo, el RMs+H+MZ, presento
los mayores valores para estos parametros. Los resultados indican que la aplicacion de enmiendas y/o
micorrizas no mostrd efecto en el aumento de biomasa en esta planta durante este periodo.

Cuadro 13. Materia seca y altura de plantas de Escallonia rubra en el tiempo.

Masa seca Altura
Tiempo Tratamiento Parte aérea Raices
9) (cm)
RMs 13,5+7,5a 4,8+2,6a 58,8+26,0a
RMs+Com 14,0+5,0a 6,0+0,3a 74,0+£19,8a
RMs+V 12,545,6a 5,56+1,8a 80,8+15,3a
90 dias RMs+H 14,845,4a 5,4+1,1a 75,8+22,4a
RMs+Com+MZ 14,2+3,0a 5,9+0,8a 59,3+10,7a
RMs+V+MZ 10,944,5a 5,2+1,8a 52,8+19,2a
RMs+H+MZ 18,5+6,5a 6,5+0,5a 79,5+9,6a
RMs 13,3+2,5a 4,5+0,7a 66,5+16,9a
RMs+Com 19,944 1a 9,7+4,2b 80,0+5,5a
RMs+V 13,8+4,9a 5,2+1,7ab 79,8+15,1a
140 dias RMs+H 13,2+4,2a 5,1+1,5ab 74,5+19,1a
RMs+Com+MZ 14,1+4 4a 5,1+1,2ab 61,5+13,4a
RMs+V+MZ 17,0+1,6a 5,9+1,6ab 78,3+16,3a
RMs+H+MZ 15,6+2,2a 5,3+1,4ab 77,8+20,0a

Diferentes letras, en columnas, indican diferencias entre tratamientos de acuerdo al test de Tukey a p < 0,05). Valores
promedio + desviacion estandar; n=4.

A los 140 dias, la masa seca de la parte aérea y la altura de E. rubra fue mayor para RMs+Com, pero
sin diferencias significativas entre los tratamientos (Cuadro 8). Cabe mencionar que individuos de E.
rubra redujeron su tamafio con RMs+H+MZ en relacidon a los 90 dias, debido a marchitez, lo cual se
presentd en macetas donde se observd sintomas de mal drenaje. La enmienda Com (compost)
aumento significativamente la biomasa de raices a los 140 dias.

La mayor biomasa para el tratamiento RMs+Com y RMs+V+MZ, puede explicarse por el alto
contenido de fésforo del Com y V (Cuadro 2), macroelemento presente en menor concentracion en
los relaves. También es probable que el tratamiento Com aumentara en mayor medida las propiedades
fisicas del sustrato de crecimiento para las plantas, como la retencion de agua, la infiltracion y
conductividad de agua dentro del perfil del relave de la maceta (solo evaluado visualmente).

En general, el tratamiento RMs+Com mostré mayores valores de altura para C. chilensis y biomasa
para E. rubra. Estos resultados se pueden atribuir al mayor aporte de fosforo por parte de compost
(Cuadro 2). Ademas, el mayor tamafio de las particulas de compost, en comparacion con las otras
enmiendas, es una condicion que ayudaria a mejorar los problemas texturales del relave minero. Otros
estudios han comprobado que aplicaciones de compost mejoran algunas propiedades fisicas y
microbioldgicas del suelo (Celik et al., 2004; Crecchio et al., 2001; Sarwar et al., 2008; Shiralipour
etal., 1992).
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Cobre en Escallonia rubra

A los 90 dias la concentracion de Cu en parte aérea de E. rubra fue menor para RMs+Com, RMs+V,
RMs+V+MZ, pero sin diferencias significativas con RMs (Cuadro 14). Por el contrario, se observa
gue fue significativamente mayor para RMs+Com+MZ respecto a RMs. En raices la mayor
concentracion significativa de Cu fue obtenida por RMs+H y RMs+H+HM. Estos resultados
también se observaron para C. chilensis (Cuadro 5). La enmienda H presentd la menor concentracion
de Cu en comparacién a las otras enmiendas (Cuadro 2), sin embargo, el tratamiento RMs+H reporta
las concentraciones mas altas en parte aérea y raices de E. rubra (en conjunto con RMs+Com+M2Z).
Esto puede explicarse porque el Cu es el metal traza de mayor afinidad con las sustancias himicas
(Tipping, 2002). Probablemente la formacién de complejos mdviles del tipo quelatos con H
favorecieron la movilidad del Cu, permitiendo su absorcidn por las plantas. Sin embargo, los valores
mas bajos de Ti, que son favorables a la fitoestabilizacion, fueron obtenidos para RMs+V y
RMs+V+MZ.

A los 140 dias no se observaron diferencias significativas en la concentracion de Cu en parte aérea
de E. rubra entre los tratamientos y RMs (Cuadro 14); sin embargo, RMs+Com fue el tratamiento
de menor concentracion. En raices la concentracion significativamente mayor se observé para el
tratamiento RMs+H y RMs+H+MZ respecto a RMs. Estos resultados indican que existe un efecto
de las sustancias humicas y micorrizas en aumentar la absorcion de Cu por parte de las raices, lo
cual es favorable a la fitoestabilizacion como lo indica el bajo valor de Ti de RMs+H+MZ.

En general, las concentraciones de Cu en parte aérea de E. rubra se ajustan con lo publicado por
Bohn (2001) y Kabata-Pendias (2011), pero superan el valor publicado por Kirkby (2012).

Cuadro 14. Concentracion de Cu (mg kg™?) e indice de transporte (Ti) de Escallonia rubra en el
tiempo.

Cu
Tiempo Tratamientos Parte aérea Raices Ti
(mg kg™) -
RMs 6,4+1,9ab 114,0£16,2a 0,06
RMs+Com 4,1+0,4a 67,3t4,7a 0,06
RMs+V 4,1+1,5a 204,9+48,0abc 0,02
90 dias RMs+H 9,2+2,5bc 314,9+£159,7¢c 0,03
RMs+Com+MZ 12,3+4,1c 145,8+40,0ab 0,08
RMs+V+MZ 4,1+1,4a 189,0+57,2abc 0,02
RMs+H+MZ 10,3+1,4bc 289,0+0,3hc 0,04
RMs 7,7+1,2abc 137,5+22,0a 0,06
RMs+Com 5,0+1,4a 99,4+13,0a 0,05
RMs+V 5,5+2,0ab 223,2+37,5ab 0,02
140 dias RMs+H 11,0£2,5¢ 378,8+129,9bc 0,03
RMs+Com+MZ 5,6+2,4ab 163,7£39,4a 0,03
RMs+V+MZ 5,9+1,7ab 212,8+£51,8ab 0,03
RMs+H+MZ 10,2+3,1bc 440,8+162,3c 0,02
Referencias de niveles comunes de Cu en plantas
Bohn (2001) 4,0-15
Kabata-Pendias (2011) 5,0-30
Kirkby (2012) 6,0

Ti: Indice de transporte a la parte aérea. Diferentes letras, en columnas, indican diferencias entre tratamientos de acuerdo al test de Tukey
ap <0,05). Valores promedio + desviacién estandar; n=4.
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Hierro en Escallonia rubra

A los 90 dias, la concentracion de Fe en la parte aérea de E. rubra no presentd diferencias
significativas entre los tratamientos (Cuadro 15). Sin embargo, la menor concentracion en parte aérea
se observo en RMs+V; y la mayor concentracion fue para RMs+Com+MZ, probablemente por un
efecto movilizador de Fe por parte de las MZ. Esto podria explicarse por el efecto de la produccion
de exudados &cidos con aplicacion de micorrizas (Kohler et al., 2015; Lam et al., 2017). En raiz, los
tratamientos no aumentaron significativamente la concentracién de este metal en relacién a RMs,
pero destacan ambos tratamientos con aplicacion de H, al presentar el menor y el mayor valor,
dependiendo respectivamente si se combinan o no con micorrizas (MZ). El valor de Ti fue menor en
RMs+V.

A los 140 dias, la concentracion de Fe en parte aérea fue significativamente menor en RMs+Com y
RMs+V+MZ (Cuadro 15), mientras que en las raices no se observaron diferencias. El menor indice
de transporte fue obtenido por RMs+Com y RMs+V+MZ, siendo més favorable a la fitoestabilizacién
RMs+Com debido a una mayor concentracion en raices.

En general, la concentracién de Fe en parte aérea de E. rubra se ajusta a los valores de referencia de
Havlin et al. (2014), excepto los mayores valores de RMs+H+MZ y RMs+Com+MZ, sin embargo,
las plantas no mostraron sintomas visuales de toxicidad como clorosis, necrosis o disminucion de
crecimiento.

Cuadro 15. Concentracion de Fe (mg kg™?) e indice de transporte (Ti) de Escallonia rubra en el
tiempo.

Fe
Tiempo Tratamiento Parte aérea Raices Ti
(mg kg) -

RMs 228,0+26,8a 1307,0+£296,3bc 0,17
RMs+Com 240,1+71,5a 1317,8+348,1bc 0,18
RMs+V 206,4+16,2a 1376,0+248,6bc 0,15

90 dias RMs+H 264,1+72,7a 1656,2+234,0c 0,16
RMs+Com+MZ 310,6+50,2a 863,1+142,7ab 0,36
RMs+V+MZ 220,2+37,8a 1139,2+140,3abc 0,19
RMs+H+MZ 220,2+55,9a 751,7+145,8a 0,29
RMs 195,1+34,3bc 520,5+104,2a 0,37
RMs+Com 127,9+9,1a 620,8+100,4a 0,21
RMs+V 138,3+14,0ab 457,3+175,1a 0,30

140 dias RMs+H 137,1+22,3ab 511,4+248,8a 0,27
RMs+Com+MZ 256,1+47,7d 549,0+55,1a 0,47
RMs+V+MZ 93,3t13,4a 444,6+155,6a 0,21
RMs+H+MZ 216,0+17,5cd 529,3+145,7a 0,41

Referencias de niveles de Fe comunes en plantas
Havlin et al. (2014) 50-250
Kirkby (2012) 100

Ti: Indice de transporte a la parte aérea. Diferentes letras, en columnas, indican diferencias entre tratamientos de acuerdo
al test de Tukey a p < 0,05). Valores promedio + desviacion estandar; n=4.
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Manganeso en Escallonia rubra

A los 90 dias, la concentracion de Mn en parte aérea de E. rubra fue significativamente menor en
RMs+Com, mientras que la mayor fue en RMs+V+MZ (Cuadro 16). En raices no se presentaron
diferencias significativas entre los tratamientos. El menor indice de transporte fue para RMs+Com.

A los 140 dias, la concentracion de Mn en parte aérea fue significativamente menor en RMs+V y en
RMs+Com, respecto a RMs; a su vez, RMs+H+MZ fue significativamente mayor al testigo (Cuadro
10). Se esperaba una mayor concentracién en la planta en RMs+Com debido a la mayor concentracion
de Mn de la enmienda (Cuadro 2), sin embargo, el tratamiento RMs+Com mostr6 una de las mas
bajas concentraciones en parte aérea. Esto puede deberse a una alta afinidad del Mn para
inmovilizarse en la estructura cristalina y con los sulfuros primarios a pH alcalinos (Li y Thornton,,
2001; Khorasanipour et al., 2011). En raices no se presentaron diferencias significativas entre los
tratamientos y RMs. Se observo que las MZ aumentaron la absorcion de Mn en parte aérea para
RMs+H+MZ con respecto a RMs+H, lo que podria atribuirse a que las micorrizas aumentan el efecto
guelante de las sustancias htmicas para este metal, no obstante que esta enmienda presenta la menor
concentraciéon de Mn (Cuadro 2). Esto es consecuente con Ti>1,0 en RMs+H+MZ, que indica
capacidad de fitoextraccion de E. rubra para el Mn. EI menor valor de Ti fue para RMs+V.

En general, la concentracion de Mn en parte aérea de E. rubra se ajustan a los valores de referencia.

Cuadro 16. Concentracion de Mn (mg kg?) e indice de transporte (Ti) de Escallonia rubra en el
tiempo.

Mn
Tiempo Tratamiento Parte aérea Raices Ti
(mg kg*) -
RMs 35,9+9,6bc 54,7+8,3a 0,66
RMs+Com 13,2+2,6a 75,7422 4a 0,17
RMs+V 47,4+0,6¢ 80,3+22,6a 0,59
90 dias RMs+H 30,3%1,1ab 66,9+23,6a 0,45
RMs+Com+MZ 34,948,3bc 62,6+27,7a 0,56
RMs+V+MZ 123,4+9,0e 42 ,9+4 4a 2,88
RMs+H+MZ 89,0+7,6d 39,9+2,6a 2,23
RMs 41,9+11,9¢ 63,9+11,5ab 0,66
RMs+Com 23,2+4,7ab 96,3+12,9b 0,24
RMs+V 11,4+2 5a 91,6+28,5ab 0,12
140 dias RMs+H 32,316,0bc 104,3+£29,0b 0,31
RMs+Com+MZ 31,145,8bc 69,1+22,7ab 0,45
RMs+V+MZ 39,448,5bc 50,4+5,0a 0,78
RMs+H+MZ 60,6+7,0d 48,5+2,8a 1,25
Referencias de niveles de Mn comunes en plantas
Kirkby (2012) 50
Bohn (2001) 15-100
Kabata-Pendias (2011) 30-300

Ti: Indice de transporte a la parte aérea. Diferentes letras, en columnas, indican diferencias entre tratamientos de acuerdo
al test de Tukey a p < 0,05). Valores promedio + desviacion estandar; n=4.
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Zinc en Escallonia rubra

A los 90 dias, la concentracion de Zn en parte aérea de E. rubra fue menor en RMs+H+MZ, aunque
sin diferencias significativas con RMs (Cuadro 17); al contrario, se encontré una concentracion
significativamente mayor en RMs+Com en relacion a RMs. En raices, la mayor concentracion
también se observé en RMs+Com y RMs+Com+MZ, pero sin diferencias significativas con RMs.
Respecto al indice de transporte, no se observa tendencia a la fitoestabilizacion, ya que se aprecid
una distribucion similar de Zn entre parte aérea y raiz para todos los tratamientos.

A los 140 dias, la concentracion de Zn en parte aérea fue menor para RMs+H y RMs+H+MZ, pero
sin diferencias significativas con RMs (Cuadro 17). En raices, la concentracion significativamente
mayor se observé en RMs+Com+MZ, atribuible a la mayor concentracion de Zn en el Com (Cuadro
2). Ademas, se observo que las MZ favorecieron la capacidad de fitoestabilizacion de Com para Zn,
lo que también es indicado por el menor indice de transporte. Por el contrario, RMs+V+MZ favorecio
la capacidad de fitoextraccion de Zn. EI menor valor de indice de transporte fue para RMs+H.

En general, las concentraciones de Zn en parte aérea de E. rubra son superiores a las referencias de
Bohn (2001) y Kirkby (2012), y se ajustan a las referencias de Kabata-Pendias (2011).

Cuadro 17. Concentracion de Zn (mg kg?) e indice de transporte (Ti) de Escallonia rubra en el
tiempo.

Zn
Tiempo Tratamiento Parte aérea Raices Ti
(mg kg?) -
RMs 43,3+11,3ab 60,3+8,2abc 0,85
RMs+Com 74,3+£18,1c 85,4+7,4c 0,87
RMs+V 55,3+14,2abc 65,6+14,5abc 0,84
90 dias RMs+H 47,3+10,8abc 55,2+11,3ab 0,86
RMs+Com+MZ 71,0+11,8bc 80,8+10,1bc 0,88
RMs+V+MZ 56,7+12,8abc 66,5+21,3abc 0,85
RMs+H+MZ 39,5+11,9a 48,1+11 6a 0,82
RMs 40,112 1ab 52,0+£17,1ab 0,77
RMs+Com 52,0+£13,0b 63,6+15,3bc 0,82
RMs+V 37,5+11,5ab 47,0+14,6ab 0,80
140 dias RMs+H 26,4+6,4a 38,7+15,0ab 0,68
RMs+Com+MZ 60,4+11,5b 81,5+2,1c 0,74
RMs+V+MZ 37,5+11,6ab 30,7£5,0a 1,22
RMs+H+MZ 24,613,2a 32,0+4,0a 0,77
Referencias de niveles de Zn comunes en plantas
Bohn (2001) 8-15
Kirkby (2012) 20
Kabata-Pendias (2011) 27-150

Ti: Indice de transporte a la parte aérea. Diferentes letras, en columnas, indican diferencias entre tratamientos de acuerdo
al test de Tukey a p <0,05). Valores promedio + desviacion estandar; n=4.

Los contenidos de Cu, Fe, Mn y Zn que considera la masa seca de parte aérea y de raices de las plantas
de E. rubra se muestran en Anexo 3y Anexo 4.
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Macronutrientes disponibles en Escallonia rubra

Las concentraciones de N y K en E. rubra no presentaron diferencias significativas entre los
tratamientos (Cuadro 18). No obstante, el Com mostré menor concentracion de N que las otras
enmiendas (Cuadro 2), lo que no se reflejé en diferencias significativas en la planta. EI P fue
significativamente mayor en RMs+V+MZ y RMs+H+MZ, lo que indica que probablemente las
micorrizas contribuyeron a la movilizacion de P en estos tratamientos.

En general, similar a C. chilensis, las plantas de E. rubra muestran niveles de deficiencia con respecto
a las referencias de niveles normales en plantas recomendadas por Kirkby (2012) y Havlin et al.
(2014). Sin embargo, no se observaron mortalidad de individuos ni sintomas de deficiencia
nutricional.

Cuadro 18. Concentracion de NPK en parte aérea de Escallonia rubra cosechadas a los 140 dias.
Parte aérea

Tratamiento N P K
(mg kg

RMs 884,1+120,0a 489,5+152,8a 1568,7+£70,1a
RMs+Com 774,9+186,0a 436,5+£103,2a 1527,1+94,8a
RMs+V 682,5+91,4a 415,5+66,5a 1860,4+930,0a
RMs+H 689,5+121,2a 343,5+71,4a 1293,8+321,7a
RMs+Com+MZ 744,8+124 5a 345,0+79,0a 1381,6+165,2a
RMs+V+MZ 713,3+95,0a 812,5+69,1b 1384,0+34,7a
RMs+H+MZ 651,7+44 6a 736,0+73,7b 1083,9+169,6a

Referencias de macronutrientes comunes en plantas
Kirkby (2012) 15.000 2000 10.000
Havlin et al. (2014) 10.000-60.000 1000-5000 10.000-50.000

Diferentes letras, en columnas, indican diferencias entre tratamientos de acuerdo con el test de Tukey test a p < 0,05).
Valores promedio + desviacion estandar; n=4.
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Extraccion secuencial de metales en relaves mineros. Escallonia rubra.

La extraccion secuencial de Cu en E. rubra, para todos los tratamientos, indica que el metal se
encontro principalmente asociado la FlII de los oxihidroxidos de Fe (Cuadro 19), de movilidad
intermedia para la planta. Estos resultados son diferentes a los obtenidos en C. chilensis, donde el Cu
se encontrd principalmente asociado a FV, por lo tanto, el factor planta influye en la distribucién de
Cu en estos relaves. La suma FI+FIl para los tratamientos no superaron el 10% del total, excepto para
RMs+V y RMs+H+MZ (Figura 3), que aumentaron la disponibilidad de Cu, y con ello, la absorcion
del metal en parte aérea y raiz de E. rubra (Cuadro 14).

La distribucion porcentual de Cu para los tratamientos indica que, en general, las enmiendas
disminuyeron el Cu asociado a la FIlI (Figura 3).

Cuadro 19. Distribucion de Cu en relaves mineros Piuquenes después de 140 dias de cultivo con
Escallonia rubra.

Concentracion

Tratamiento FI Fll Flll FIV Fv FVI FVII Suma total R

Cu (mg kg™ o
RM 0,18 + 006 80,0 + 353 417 +179 133 +349 164 +218 722 +156 947 £0,76 877 1120395 78
RM +C 0,10 + 001 659 + 178 243 +154 158 +557 108 +260 525+439 833175 635 833£625 76
RM +V 0,04 + 001 922 + 329 235+156 147 +10,7 159 +196 8L7 +742 853031 724 971+724 75
RM +H 0,16 + 001 596 + 12,2 298 +515 124 +371 312 +476 936 +406 947 £012 897 939+184 96
RM+C+MZ 020 + 001 593 = 513 245+319 161 +7,09 215 +223 110 +204 6,60 + 1,64 797 903510 88
RM+V+MZ 023 + 004 804 = 390 228+702 196 +453 221 +9,10 983 +424 733 +046 830 870241 95

RM+H+MZ 057 + 023 110 + 116 278 +525 188 +218 184 +235 203 +409 907 +170 790 856 + 290 92

R(%): recuperacion porcentual respecto a la concentracion total. Valores promedio + desviacion estandar; n=4.

La concentracion de Mn en FI+FII (Cuadro 20) para todos los tratamientos no super6 el 10% del total,
por lo tanto, el riesgo de movilidad es bajo para este metal. La mayor concentracion soluble de Mn
se observé en RMs+H+MZ y RMs+H lo que se reflejé en una mayor concentracién de este metal en
parte aéreay raiz de la planta, respectivamente para estos tratamientos (Cuadro 16). En FV se observo
una baja concentracion de Mn para todos los tratamientos. Esto puede indicar que FV, asociado a
materia organica y los sulfuros secundarios, no mostr6 afinidad por unirse al Mn, tal como fue
observado en C. chilensis.

La distribucion del Mn fue similar entre los diferentes tratamientos, destacando que FIV+FVI suman
alrededor del 40% del total de Mn (Figura 3).

Cuadro 20. Distribucion de Mn en relaves mineros Piuguenes después de 140 dias de cultivo con
Escallonia rubra.

FI Fil FlI FIV Fv FVI FVII  suma COMCENtracion

Tratamiento total R(%)
Mn (mg kg™)
RM 069 + 023 92 = 1,11 350+106 327 +215 0,94 +0,07 327 +546 352 + 1,68 146 148 +231 99
RM +C 121 + 041 10,2 + 343 27,7 +216 324 +474 049 +028 234 +265 338+ 264 129 134 +22,7 96
RM +V 1,26 + 012 148 + 385 331+238 227 +194 083 £050 247 +246 31,8 £319 129 128 +16,0 101
RM +H 1,36 + 003 13,8 + 3,70 352+804 355 +198 150 +0,14 373 £730 32,1 £591 157 146 =44 108
RM+C+MZ 086 = 0,73 139 + 057 354 +448 440 +036 4,09 £0,36 357 +518 243 £9,19 158 149 +57 106
RM+V+MZ 008 + 005 143 + 899 348+319 524 +131 6,04 +1,28 399 + 125 299 +457 177 156 +2,1 114
RM+H+MZ 280 + 108 141 * 346 289+240 537 +234 308 +0,33 330573 273 +755 163 145 +19 113

R(%): recuperacién porcentual respecto a la concentracion total. Valores promedio + desviacion estandar; n=4.
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La concentracion de Zn no mostrd niveles detectables en FI, y en Fll fue menor a 10% del total,
mientras que alrededor del 40% fue asociado a la FVII, no disponible para las plantas (Cuadro 21).
Estos resultados fueron similares a lo expuesto por Pérez-Esteban et al. (2013) y Dold y Fontboté
(2001) gue también encontraron el Zn asociado principalmente a la fraccién residual.
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Figura 3. Distribucion de Cu, Mn'y Zn (%) en relaves mineros (RMs) y distintos tratamientos después
de 140 dias de cultivo con Escallonia rubra.

El tratamiento RMs+Com+MZ aument6 el Zn en la fraccion disponible FIlI respecto a RMs, y E.
rubra mostré una mayor concentracion en parte aérea y raiz con este tratamiento (Cuadro 17). Los
tratamientos RMs+Com+MZ, RMs+V+MZ, RMs+H+MZ aumentaron la concentracion asociada a la
FV, lo cual indica que las micorrizas en conjunto con esta planta mostraron un efecto en la
distribucion porcentual del Zn (Figura 3).
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Cuadro 21. Distribucion de Zn en relaves mineros Piuquenes después de 140 dias de cultivo con
Escallonia rubra.

Concentracion

Tratamiento FI Fll FlIl FIV FV FVI FVIl  Suma - R(%)
Zn (mg kg™)

RM <LD 0,35£005 141 +127 128 +334 109 £023 126 +221 129+191 54 6845 79
RM +C <LD 0,41+010 831+069 142+040 043 022 134 +049 182 +1,07 55 66+52 83
RM +V <LD 195+083 698+235 138+081 169 +054 160 +149 127 +160 53 65+64 82
RM +H <LD  0,42+027 585+ 184 858+010 102 +021 136 +175 216 +037 51 60+82 85
RM+C+MZ <LD 325+147 368+082 146 +385 816 +1,22 135+153 937 +433 53 60x36 88
RM+V+MZ <LD 064+033 157 1,94 152+098 724 +053 114 +055 181087 68 58x18 118
RM+H+MZ <LD 1,10+062 508+ 074 131+022 473 +257 139 +118 213+477 59 63%29 94

LD: Limite de deteccién. R(%): recuperacion porcentual respecto a la concentracion total. VValores promedio + desviacion estandar; n=4.

Resumiendo, al analizar la distribucion porcentual en las distintas fracciones de la extraccién
secuencial, se puede concluir que para cada elemento existe una o varias enmiendas adecuadas y/o
gue generen una mayor concentracion en las fracciones VI y VII. En el caso del Cu, el Com se
desempefid mejor, probablemente debido a su bajo contenido de &cidos fulvicos que puedan
solubilizar este metal, el cual tiene una alta afinidad por la materia organica, lo que permite que se
comporte de manera estable, precipitando en la fraccion V. En cuanto al Mn, este mostr6 una fuerte
asociacion a la fraccion VI, con bajas concentraciones en las fracciones | y Il, mejorando su
distribucion con el uso de V' y H+MZ. Esto puede explicarse por los mayores contenidos de acidos
falvicos presentes en estas enmiendas, que permitirian su movilizacién, principalmente desde 6xidos
de hierro hacia fracciones mas estables, como la de sulfuros primarios o la residual; ademas estas
enmiendas poseen menos contenidos de Mn que el Com. Finalmente, respecto al Zn, la distribucion
que adoptd fue favorable con los procesos de fitoestabilizacion, acumuléandose principalmente en las
fracciones VI y VII. Esta acumulacién se favorecio por los tratamientos que mezclaron Com o H con
MZ, posiblemente debido a la alta cantidad de acidos himicos y porcentaje de carbono organico
presentes en H, asi como por el mayor contenido de Zn presente en el Com.
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CONCLUSIONES

Carpobrotus chilensis cultivada en relaves mineros (RMs) aumentd significativamente su biomasa
aérea con la aplicacion del biofertilizante resultante de la mezcla de vinaza y micorrizas, mientras que
Escallonia rubra aumento su biomasa radicular con la adicion de compost, sin adicion de micorrizas.

En C. chilensis la capacidad de fitoestabilizacion no mostro efectos con la adicién de micorrizas. En
esta planta, los tratamientos que incluyeron vinaza aumentaron la capacidad de fitoestabilizacion de
Fe y Zn, mientras que el compost aument6 la fitoestabilizacién de Cu. C. chilensis acumuld
preferentemente el Mn en la parte aérea y, por lo tanto, present6 capacidad de fitoextraccion para este
elemento.

En Escallonia rubra la capacidad de fitoestabilizacién mostré efectos favorables para Cu'y Zn con la
adicién de micorrizas con sustancias himicas y compost, respectivamente. La capacidad de
fitoestabilizacion, sin adicion de micorrizas, aument6 para Fe con la adicién de compost y para Mn
con adicidn de vinaza.

Con relacion a la concentracion de macronutrientes disponibles (NPK), para ambas plantas cultivadas
en RMs con aporte de biofertilizantes, se observan deficiencias nutricionales. Sin embargo, sélo el N
en parte aérea de C. chilensis aumentd significativamente al adicionar biofertilizantes. En E. rubra,
se observé un aumento significativo solo para P para las enmiendas que incluyeron vinaza y
sustancias humicas con la adicién de micorrizas.

El andlisis de extraccion secuencial en los RMs indicé que, en general, Cu, Mn y Zn se encuentran
presentes con una baja movilidad y disponibilidad para las plantas, con una dependencia de la planta
y la enmienda en cuanto a su distribucién. Para C. chilensis, el Cu aumento su disponibilidad con la
adicion de sustancias humicas, el Mn aumenté con adicion de compost y el Zn con adicion de compost
y micorrizas. En E. rubra, el Cu aumenté disponibilidad con las sustancias humicas y adicion de
micorrizas, el Mn aumenté con adicién sélo de sustancias himicas, y el Zn con adicién de compost
y micorrizas. Por lo tanto, en general, se observé un aumento de la disponibilidad de metales con
adicién de micorrizas, que en algunos casos se reflejaron en el aumento de la concentracion de estos
metales en partes aéreas y en raices de las plantas.

En general se recomienda al compost como enmienda organica mas favorable para la
fitoestabilizacion de estos RMs y el cultivo de Carpobrotus chilensis, por su alta generacion de
biomasa y bajos requerimientos nutricionales.

Los resultados sugieren que otras mezclas de enmiendas organicas podrian generar efectos mas
significativos en la capacidad de fitoestabilizacion de ambas especies cultivadas. Por ejemplo, una
mezcla biofertilizante que incluya mas de una enmienda organica y micorrizas, para mejorar el aporte
de NPK'y con ello la generacion de biomasa.
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APENDICE

Apéndice 1.
Valores de pH y conductividad eléctrica (CE) determinadas in situ en macetas con relaves y plantas
para cada tratamiento.

Especie Tratamiento Tiempo *pH1s *CEus
Dias - (mS/cm)
Agua de riego - - 7.3 1,92
Escallonia rubra RM 90 7,1 2,51
Escalloniarubra  RM+C 90 7.1 2,99
Escallonia rubra  RM+V 90 7.8 2,52
Escallonia rubra  RM+H 90 6,5 2,30
Escalloniarubra  RM+C+MZ 90 6,9 2,80
Escallonia rubra  RM+V+MZ 90 7,6 1,84
Escallonia rubra  RM+H+MZ 90 6,4 2,82
Escalloniarubra RM 140 7.3 4,00
Escallonia rubra  RM+C 140 7,2 3,07
Escallonia rubra  RM+V 140 8,0 2,44
Escallonia rubra  RM+H 140 6,7 1,70
Escallonia rubra  RM+C+MZ 140 7,2 2,09
Escallonia rubra  RM+V+MZ 140 7,2 2,22
Escallonia rubra  RM+H+MZ 140 6,5 2,60
Carpobrotus chilensis RM 90 6,5 2,06
Carpobrotus chilensis RM+C 90 7,2 1,80
Carpobrotus chilensis RM+V 90 7,1 1,66
Carpobrotus chilensis RM+H 90 7,0 2,20
Carpobrotus chilensis RM+C+MZ 90 7,4 2,33
Carpobrotus chilensis RM+V+MZ 90 7,1 1,78
Carpobrotus chilensis RM+H+MZ 90 6,5 1,93
Carpobrotus chilensis RM 140 72 2,00
Carpobrotus chilensis RM+C 140 71 1,94
Carpobrotus chilensis RM+V 140 6,7 1,78
Carpobrotus chilensis RM+H 140 6,6 1,94
Carpobrotus chilensis RM+C+MZ 140 7,3 1,59
Carpobrotus chilensis RM+V+MZ 140 7.4 2,12
Carpobrotus chilensis RM+H+MZ 140 6,6 1,89

*suspension 1:5 (m/v)
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Apéndice 2.
Contenidos de metales en parte aérea de Carpobrotus chilensis a los 140 dias de ensayo.
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Apéndice 3.
Contenidos de metales en raices de Carpobrotus chilensis a los 140 dias de ensayo.
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Apéndice 4.
Contenidos de metales en parte aérea de Escallonia rubra a los 140 dias de ensayo.
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Apeéendice 5.
Contenidos de metales en raices de Escallonia rubra a los 140 dias de ensayo.
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Apéndice 6.
Fotografias del ensayo.

1. Ensayo Escallonia rubra y Carpobrotus chilensis (9-03-2019) 2. Raices de Escallonia rubra

3. Raices de Carpobrotus chilensis. 4. Inoculacién con micorrizas en C. chilensis.



