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RESUMEN

En la actualidad, la preocupacion por el efecto de los elementos traza metalicos ha ido en
aumento debido a su persistencia, a su acumulacion progresiva en distintos medios
naturales y fundamentalmente, por el efecto tdxico que manifiestan en pequefias
concentraciones, llegando a ocasionar problemas en ecosistemas y en la salud humana. Uno
de ellos, el plomo, es uno de los elementos que constituye el grupo de los elementos traza
metalicos, no esencial y contaminante ambiental.

Para disminuir el impacto de suelos contaminados, se emplea la técnica de fitorremediacién
que implica la utilizacion de plantas capaces de contener, extraer o reducir los
contaminantes a través de la accion de las raices y su microflora. Ademas,
complementariamente, se utilizan agentes quelantes, que tienen como proposito aumentar la
biodisponibilidad de metales en el suelo.

El presente trabajo tiene como objetivo aplicar la fitorremediacion inducida como estrategia
de mitigar la contaminacion de suelos por plomo mediante el cultivo de Atriplex halimus L.

El ensayo se llevé a cabo en las dependencias de la Facultad de Ciencias Agronomicas de la
Universidad de Chile. Se determinaron las principales propiedades quimicas y extraccion
secuencial en el suelo. Se establecieron 24 macetas con suelo contaminado con Pb (2.950
mg kg?) proveniente de La Comuna de Puchuncavi, Region de Valparaiso (Chile), y se
incorporo acido citrico en dos dosis como agente quelante (4 g L y 8 g L™?) a través del
agua de riego. Se evalud la concentracion de Pb de la especie Atriplex halimus L. a los 90 y
180 dias de ensayo.

Los resultados obtenidos, permiten sefialar que la aplicacion continua de &cido citrico
produjo un aumento significativo en la concentracion de Pb en la planta. La dosis de 8 g L~
1 permitié obtener las mayores concentraciones del elemento en la planta, alcanzando 28, 6
+ 3,9 mg kg en hojas y 200,2 + 38,8 mg kg™ en raices. Sin embargo, se observé que, a los
180 dias de ensayo, la adicidn de acido citrico disminuy6 significativamente la produccion
de materia seca en raices. La especie Atriplex halimus L. presentd bajos valores para el
indice de transporte aérea tanto a los 90 como a los 180 dias de ensayo. Esto indica la
capacidad que tiene Atriplex halimus L. para acumular el plomo en las raices, siendo una
especie recomendable para la fitoestabilizacion suelos contaminados con plomo.

Palabras clave: Acido citrico, contaminacion, extraccion secuencial, biodisponibilidad.



ABSTRACT

Nowadays, the preoccupation to the effect of the metal trace elements has been increasing
due to its persistence, its progressive accumulation in different natural means and
fundamentally, by the toxic effect that manifests in small concentrations, getting to cause
problems in ecosystems and in human health. One of them, the lead, is one of the elements
that constitutes the metallic trace elements, not essential and environmental pollutant.

To decrease the impact of contaminated soils, phytoremediation technique is used, this
implies the use of plants capable of containing, extracting or reducing pollutants through
the action of the roots and their microflora. Also, complementarily, chelating agents are
used, whose purpose is to increase the bioavailability of metals in soil.

The present work has as objective apply the phytoremediation induced as a strategy to
mitigate contamination of soils by lead through the cultivation of Atriplex halimus L.

The test was carried out in the dependencies of the Faculty of Agronomic Sciences of the
University of Chile. The main chemical properties and sequential extraction in the soil were
determined. Twenty-four pots with soil contaminated with Pb (2.950 mg kg?) of the
Puchuncavi Commune, Valparaiso Region (Chile) were established, and citric acid was
incorporated into two doses as chelating agent (4 g L™ and 8 g L) through the water of
irrigation. Concentration of Pb in Atriplex halimus L. were evaluated at 90 and 180 days of
assay.

The results obtained indicate that the continuous application of citric acid produced a
significant increase in the concentration of Pb in plant. The dose of 8 g L, it was possible
to obtain the highest concentrations of the element in the plant, reaching 28, 6 + 3,9 mg kg
in leaves and 200,2 + 38,8 mg kg in roots. However, it was observed that at 180 days of
the test, the addition of citric acid significantly reduced dry matter production in roots. The
species Atriplex halimus L. presented low values to the air transport indicator in both 90
days and 180 days. This indicates the capacity that Atriplex halimus L. has to accumulate
the lead in the roots, being a species recommend to polluted soils phytostabilization with
lead.

Key words: Citric acid, pollution, sequential extraction, bioavailable.



INTRODUCCION

El plomo (Pb) es considerado un elemento traza metélico (ETM) en suelos, siendo sus
fuentes mas comunes la galena (PbS), la cerusita (PbCOs3) y la anglesita (PbSO4). Este
metal es tdxico, contaminante de suelos y cuerpos de agua cuando se encuentra en altas
concentraciones y no cumple ninguna fusion fisioldégica en los organismos. El Pb se
encuentra de manera natural en las rocas de la corteza terrestre, sin embargo, gran parte de
su presencia y acumulacion en el medio ambiente se debe al efecto de diversas actividades
antropogénicas que liberan el Pb, como las cenizas de las fundiciones industriales y las
deposiciones geoquimicas (Adriano, 2001). En la actualidad, las principales fuentes que
causan una alta concentracion de Pb en el medioambiente provienen de pinturas a base de
compuestos de Pb, gasolinas y la fabricacion y reciclado de baterias que contienen este
elemento (Baird, 2001). El Pb tiene la capacidad de sustituir al Ba, K, Sr, e incluso al Ca 'y
al Na, tanto en la estructura de minerales, como en los sitios de adsorcion del suelo
(Adriano, 2001).

El suelo es un medio donde los metales pueden persistir durante mucho tiempo y que,
debido a su naturaleza inorganica, no son degradados en el suelo (Becerril et al., 2007).
Una alternativa sustentable para mitigar las altas concentraciones de metales en los suelos
es la fitorremediacion. Esta técnica es definida como el uso de plantas para disminuir la
concentracion de un contaminante a traves de la absorcion y fijacion en los tejidos
vegetales (Chaney et al., 1997), es facil de implementar y de bajo costo (Pilon-Smits,
2005). Dos de las principales técnicas de fitorremediacion son la fitoestabilizacion y la
fitoextraccién, cuyo empleo depende de las caracteristicas del contaminante (Peralta et al.,
2010). La fitoestabilizacion consiste en la acumulacion del metal preferentemente en la raiz
de la planta; donde el elemento metalico es retenido en el tejido radicular de formas
organicas, evitando ser traslocado al tejido aéreo. La fitoestabilizacion reduce la movilidad
de los metales, previniendo el movimiento vertical de éstos en el perfil de suelo (Ginocchio
et al., 2004). La fitoextraccion involucra la acumulacion y concentracién del metal
preferentemente en el tejido aéreo de la planta (Peralta et al., 2010). El proceso de
fitoextraccién puede ser continlo mediante el empleo de plantas acumuladoras o
hiperacumuladoras, o bien, ser inducido a través de la adicion de agentes quelantes para
aumentar la biodisponibilidad del elemento en el suelo (Wenzel y Dos Santos, 2006). Los
agentes quelantes forman complejos con los metales y pueden movilizarlos para que sean
absorbidos por las raices de la planta. Un agente quelante natural es el acido citrico, que ha
sido utilizado en la fitoextraccion de otros metales y metaloides (As, Cr y Cu) aumentando
su biodisponibilidad en el suelo (Egbuchunam et al., 2010; Tapia et al., 2013).

Atriplex halimus L. (Chenopodiaceae) es una especie arbustiva, perenne, con metabolismo
C4 (Manousaki y Kalogerakis, 2009), hal6fita (resistente a la salinidad), xerofita (resistente
a la sequia) y nativa de zonas aridas y semiaridas de la cuenca del Mediterraneo (Lutts et
al., 2004). Esta especie tiene una alta capacidad de rehabilitar suelos contaminados, al
tolerar altas concentraciones de metales tdxicos, ademas se caracteriza por su alta



produccion de biomasa aérea, asociada a un sistema radicular profundo (Sayer y Gadd,
2001).

Pérez (2011), observé una elevada produccién de biomasa en Atriplex halimus en suelos
contaminados con Cu y Zn, presentando una importante concentracion en el tejido aéreo,
sugiriendo una favorable implementacién de esta especie en técnicas de fitoextraccion de
metales. En otros estudios, Tapia (2007) sefiala que la especie arbustiva Atriplex manifiesta
capacidad fitoextractora de Pb, ademas, afirma que la adicion de &cido citrico aumenta la
concentracion foliar de Mn en la especie Atriplex halimus.

Objetivo general

- Evaluar la estrategia de fitorremediacion inducida para mitigar la contaminacion de
suelos por plomo mediante el cultivo de Atriplex halimus L.

Objetivos especificos

- Evaluar la concentracién de plomo en hoja, tallo y raiz en Atriplex halimus L. con
la aplicacion de acido citrico en suelos contaminados con plomo.

- Comparar el factor de bioacumulacién, indice de transporte a la parte aérea y
porcentaje de fitoextraccion de Atriplex halimus L. con y sin la aplicacion de
acido citrico.

- Evaluar la distribucion del plomo en el suelo con la aplicacion de acido citrico
mediante extraccion secuencial.



MATERIALES Y METODO

Lugar de estudio

El ensayo se llevo a cabo en el invernadero de investigacion de la Facultad de Ciencias
Agrondmicas de la Universidad de Chile, ubicada en la Comuna de La Pintana, Provincia
de Santiago (33°40° latitud Sur y 70°38" longitud Oeste), Region Metropolitana. Los
andlisis de suelos y tejido vegetal se realizaron en el Laboratorio de Quimica de Suelos y
Aguas del Departamento de Ingenieria y Suelos de la misma facultad.

Materiales

Suelo contaminado con plomo

El suelo con elevadas concentraciones de plomo (2952 + 297 mg kg?), fue obtenido de un
patio trasero (20 m?) de la escuela Bésica “La Laguna”, la cual se sittia en la ladera de un
cerro de la Comuna de Puchuncavi, Region de Valparaiso (273017 m E, 6386884 m S).
Segun antecedentes preliminares, este suelo pertenece a una mezcla con escombreras que se
utilizd para rellenar y nivelar el terreno de la escuela. Posteriormente, al extraer las
muestras de suelos, se procedio a incorporar una capa de compost.

Las muestras de suelo se extrajeron a 10 cm de profundidad y fueron homogenizadas en un
harnero de 0,5 cm con la finalidad de descartar el suelo con diametro mayor.

Material vegetal

Las plantas de Atriplex halimus se obtuvieron a partir de la germinacion de semillas
procedentes de “Semillas Montaraz”, Espafia. Para la germinacion de las semillas, se
procedio a cortar las bracteas y perforar la testa sin dafiar el embrion segun la metodologia
utilizada por Lailhacar-Kind y Laude (1975). Posteriormente, las semillas se colocaron en
placas Petri con algodén humedecido, permaneciendo durante 72 horas en una camara de
cultivo a 28°C. Una vez germinadas, las plantulas de 1 a 2 cm se trasplantaron en vasos
plasticos con compost de restos vegetales, y se mantuvieron en condiciones de invernadero
durante 8 meses, adicionando riegos de 1 a 2 veces por semana. Luego de este periodo, para
facilitar su adaptacion, fueron mantenidas al exterior durante 1 mes antes del trasplante
definitivo a las macetas con el suelo contaminado con Pb. Se utilizaron 18 ejemplares de
Atriplex halimus para conformar los tratamientos y 4 para la caracterizacion inicial del
tejido vegetal. Para iniciar el ensayo se seleccionaron plantas de similar altura.



Métodos

Tratamientos y Disefio Experimental

El ensayo consistid, por una parte en el establecimiento de plantas de Atriplex halimus en
macetas con suelos contaminados con Pb y la posterior aplicacion de acido citrico (AC)
como agente quelante en diferentes dosis (Cuadro 1). El tratamiento control se defini6
como T1, regado s6lo con agua del invernadero. Para los tratamientos T1, T2 y T3 se
utilizaron seis repeticiones, las que fueron evaluadas en ensayos destructivos en dos
momentos, 90 y 180 dias respectivamente para determinar materia seca y la concentracion
de Pb de los tejidos de las plantas. Para ello, se establecié6 un DCA con estructura factorial
de 3x2, donde un factor correspondi6 a los tres tratamientos (T1, T2 y T3) y el otro factor
correspondio a el tiempo de evaluacion (90 y 180 dias).

La unidad experimental correspondio a una planta de Atriplex halimus cultivada en suelo
contaminado con Pb, considerando la aplicacion de acido citrico en dos dosis, frente a suelo
sin la aplicacion del agente quelante.

Por otra parte, para evaluar algunas propiedades del suelo (CE, materia organica y pH), se
establecié un DCA con 5 tratamientos (Cuadro 2): T1, T2, T3, T4 y T5, con 3 repeticiones
por tratamiento. T1, T2 y T3 considero el suelo con plomo utilizado en el ensayo con
plantas de Atriplex halimus. Los tratamientos T4 y T5 fueron establecidos con la finalidad
de comparar algunas propiedades quimicas del suelo y la disponibilidad de Pb en el suelo,
al adicionar dos diferentes dosis de acido citrico. El ensayo se inicio en diciembre de 2014
y se mantuvo hasta junio de 2015.

Cuadro 1. Tratamientos de Atriplex halimus en el suelo contaminado con plomo.

Tratamiento Repeticiones  Especie Riego Dosis (g L)
T1 6 A. halimus L. Control (agua) -
T2 6 A. halimus L. 4cido citrico 4
T3 6 A. halimus L. 4cido citrico 8
Cuadro 2. Tratamientos de suelo contaminado con plomo.
Tratamiento Repeticiones  Suelo Riego Dosis (g L)
T1 3 Con planta Control (agua) -
T2 3 Con planta &cido citrico 4
T3 3 Con planta &cido citrico 8
T4 3 Sinplanta acido citrico 4
T5 3 Sin planta acido citrico 8




El riego se realizé con agua obtenida del invernadero hasta el punto de saturacion del suelo,
evitando suministrar una dosis de lavado para no generar una lixiviacién del Pb, pero si
proporcionando el agua suficiente para evitar el estrés hidrico de las plantas. Las diferentes
dosis de AC (4 g L* y 8 g L) fueron disueltas en el agua de riego y preparadas en
laboratorio. Las dosis de 4 g L se establecid segln la concentracion de acido organico
presente en una soluciéon nutritiva estdndar (Hoagland y Arnon, 1950) como agente
quelante de micronutrientes. También Tapia et al. (2013) y Acufia (2016) utilizaron esta
concentracion de AC en ensayos de fitorremediacion. Con respecto a la dosis de 8 g L*
corresponde al doble de la dosis de la solucién nutritiva estandar ya mencionada. Para la
preparacion de las dosis, se peso el 4cido citrico, (Merck, peso molecular 210,14 g mol?), y
posteriormente se adiciono el agua proveniente del invernadero (agua de pozo), mezclando
hasta diluir completamente el producto en el agua. El riego se aplicé de manera manual y la
frecuencia de riego definida fue de 3 veces por semana (300 ml) para los meses de
diciembre a marzo, y 2 veces por semana (250 ml) para los meses de abril y mayo. Durante
el ciclo de crecimiento del cultivo se efectud un control de malezas de manera manual.

El promedio de las temperaturas maximas y minimas para los meses de verano fueron de
29,4°C y 11,8°C respectivamente, mientras que para los meses de otofio el promedio varid
entre 8,1°C y 25,8°C. La precipitacion total registradas para los seis meses de ensayo fue de
13,1 mm, siendo marzo el mes que registrd el mayor aporte de agua (7,4 mm). Es
importante sefialar que las plantas fueron protegidas para los eventos de lluvia, y por lo
tanto no recibieron este aporte adicional de agua.

Caracterizacion quimica y fisica del suelo

Se realiz6 una caracterizacion quimica y fisica inicial del suelo utilizado en el ensayo, por
cuadruplicado. Los analisis quimicos, se realizaron siguiendo la metodologia que propone
Sadzawka et al. (2006). La determinacion de pH se efectu6 en agua (1:2,5 p/v) mediante el
método potenciométrico, con un pHmetro (HANNA Instruments, HI3221); la
conductividad eléctrica (CE) se mididé en extracto de saturacion, mediante el uso de un
conductivimetro (Oakton, CON 510). ElI N disponible se determind mediante extraccion
con KClI y posterior destilacion; el P disponible, se determind mediante el método de Olsen,
utilizando métodos por determinacion colorimétrica con (NH4)sM07024-4H20; el K
disponible se obtuvo a partir de una extraccion con acetato de amonio 1M a pH 7,0 y
medicion mediante espectrofotometria de absorcion atémica (EAA, Perkin Elmer 310). La
capacidad de intercambio cationico se obtuvo mediante el uso de acetato de sodio y acetato
de amonio a pH 8,2 (Chapman, 1965), con posterior determinacion de sodio mediante
EAA. La materia organica (MO) se estimd por calcinacion a 360° durante 16 horas. Para
determinar los niveles totales de Pb y otros ETM (Cr, Cu, Mn y Zn), se pesé 0,5 g de
muestra y se adicion6 HNOs y H2O2 (Moreno-Jimenez et al., 2010), posteriormente la
digestion se realizo en autoclave (HIRAYAMA, HL30 E) a 125°C y 1,5 kg cm? durante 35
min. Los metales fueron determinados mediante EAA.

La extraccidn secuencial de Pb se realizd segun la metodologia adaptada de Tessier et al.



(1979). Los procedimientos para cada fraccion (F) son descritos a continuacion:

e FI (Intercambiable- Soluble): adicién de MgCl. a pH neutro y a temperatura
ambiente.
e FIl (Ligado a carbonatos): adicion de acetato sddico a pH 5 con &cido
acético.
e FIlI (Ligado a 6xidos e hidroxidos de Fe y Mn): adicion de clorhidrato de
hidroxilamina en &cido acético.
e FIV (Ligado a materia organica): se subdivide en tres etapas, dado por la
oxidacion de la materia orgénica:
1.- Adicion de HNOzy H205.
2.- Adicién de H20-.
3.- Adicion de NH4Oac en HNO:s.
FV (Residual): digestion acida con HNO3zy H20..

Al finalizar el ensayo (180 dias), se realizd una caracterizacion de los suelos de cada
tratamiento, para determinar pH, CE, MO y extraccion secuencial.

Con respecto a los analisis fisicos del suelo, la textura se determiné mediante el método del
hidrometro de Bouyoucous y la densidad aparente del suelo, mediante cilindros (Sandoval
et al., 2012).

Analisis de agua de riego

Se realizd6 un analisis del agua de invernadero (Cuadro 3), segun las metodologias
propuestas por Sadzawka (2006). Se observa un alto valor de conductividad eléctrica, lo
que indica la posibilidad de tener efectos perjudiciales en cultivos sensibles (NCh1333,
1987). Respecto a la concentracion de Ca*?y Mg*?, la dureza del agua es clasificada como
dura (Cadahia et al., 2005), y el pH es 6ptimo para el agua de riego.

Cuadro 3. Caracteristicas quimicas del agua de riego utilizada en el ensayo.

Parametro Unidad Agua de Riego
pH - 7,5
CE (dS m?) 1,39
Ca'? (mg LY 161,52
K* (mg LY 21,51
Mg*? (mg LY 1,64
Na* (mg LY 89,47
CI (mg LY 116,31
HCOs (mg LY 40,27
SO4~ (mg LY 235,83
Dureza (grados hidrométricos franceses) 41,01

Fuente: Acufia (2016).



Propiedades quimicas del agente quelante

Se evalué el pH, CE y concentracion de Pb en las soluciones de riego con &cido citrico
(Cuadro 4), que fueron preparadas con el agua de riego descrita en el Cuadro 3. No se
detect6 Pb en el agua de riego.

Cuadro 4. Propiedades quimicas del &cido citrico.

Muestra pH CE Pb
AC (4g LY 2,5+0,05 29+0,03 nd
AC (8g L) 2,2+0,01 3,3+x0,05 nd

AC, écido citrico. Valores corresponden a promedios + desviacion estandar (n=3). CE,
conductividad eléctrica (dS m™). nd: no detectado (concentracién de Pb inferior al limite de
deteccion del equipo, EAA: 0,1 mg L™).

Evaluacion del material vegetal

La materia seca (MS) inicial de las plantas fueron en promedio 0,09 + 0,02 g en hojas; 0,04
+ 0,01 g entallos y 0,02 £ 0,00 g en raiz (n=4). La altura de plantas se midio cada 30 dias,
durante los 180 dias de ensayo. Al cabo de 90 y 180 dias de iniciado el ensayo con los
tratamientos, las plantas fueron cosechadas. Cada planta fue extraida y analizada en forma
individual en triplicado. Primero, se lavaron las plantas completas para quitar restos de
suelo y polvo con agua potable. Inmediatamente, se volvieron a lavar con agua destilada,
procurando sacar la méaxima cantidad de suelo adherido a las raices. Se dividieron
cuidadosamente los individuos en hojas, tallos y raiz para finalmente, secar el material
vegetal en bolsas de papel en estufa a 60 + 5°C hasta alcanzar masa constante.
Posteriormente, se realizo la determinacion de MS.

El material vegetal (0,5 g) fue molido y digerido con 10 mL de agua destilada, 3 mL de
HNOs y 2 mL de H,O2en una autoclave a 125°C y 1,5 kg cm? por 35 min (Moreno-Jiménez
etal., 2012).

Con los valores de concentracion de Pb en parte aérea se procedio a calcular los siguientes
indices de fitorremediacion para el Pb:

indice de transporte del metal a la parte aérea (Ti) (Egbuchunam et al., 2010):

Ti = Concentracion de metal en hojas (mg kg ™)
Concentracion de metal en raiz (mg kg ™)




Factor de bioacumulacion (FBC) (Ghosh y Singh, 2005):

Concentracion de metal en parte aérea de la planta (mg kg ™)

FBC = ———— .
Concentracion inicial demetal enel suelo (mg kg ™)

Porcentaje de fitoextraccion (PF) (Tapia et al., 2011):

Contenido de metal en parte aérea (mg)
Contenido inicial de metal en el suelo de la maceta (mg)

PF (%) = x100
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Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de las variables Concentracion de Pb (Hoja, Tallo y Raiz), MS,
Ti, FBC y PF se realiz6 un andlisis de varianza (ANDEVA) con un nivel de significancia
del 5%, previa verificacion de los supuestos del modelo del software estadistico Infostat (Di
Rienzo et al., 2017). En caso de encontrar interaccion entre los niveles de los factores
“Tratamiento” y “Tiempo”, el analisis se realiz6 comparando los niveles de un factor dentro
de cada nivel del otro factor. Por el contrario, de no encontrar interaccion, se procedié a
evaluar cada factor de manera independiente. Cuando se hallaron diferencias
estadisticamente significativas, se procedio a realizar la prueba de comparaciones multiples
de LSD de Fisher.

Las variables CE, MO y pH evaluadas en el suelo a los 180 dias de ensayo fueron
analizados mediante un analisis de varianza con un nivel de significancia del 5%, previa
verificacion de los supuestos del modelo. Cuando se hallaron diferencias estadisticamente
significativas, se procedié a realizar la prueba de comparaciones multiples de LSD de
Fisher. EI mismo analisis fue utilizado para evaluar la altura de plantas a los 180 dias de
ensayo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion inicial del suelo

Las principales caracteristicas quimicas, fisicas y concentraciones de metales del suelo en
estudio, se presentan en el Cuadro 5. EIl suelo corresponde a un suelo salino, con pH
débilmente &cido y un alto contenido de materia organica segun las referencias citas por
Jones, (2003). Con respecto a los niveles de N y K disponibles corresponden a valores altos
(Riquelme et al., 2004), mientras que el P disponible se encontr6 en un rango medio
(Bernier y Bortolameolli, 2000). Respecto a la textura, la clase textural corresponde a
franco arenosa, con una densidad aparente alta de 1,46 Mg m=. El analisis de elementos
traza totales mostro altos niveles de Pb en el suelo, superando ampliamente los rangos
considerados normales (2-300 mg kg™) y toxicos (100-400 mg kg?) en suelos (Kabata-
Pendias, 2001). Con respecto al Cr, segun Aguilar et al. (1999), los niveles considerados
normales en suelos agricolas son menores a 100 mg kg™, por lo que el Cr presentd altos
niveles, aunque el valor es menor al limite maximo para parque naturales (500 mg kg™). En
el caso del Cu, el nivel observado se encuentra dentro de los limites citados (50-140 mg kg
1) cuando el pH del suelo es de 6,0-7,0, (Prasad, 2008). Por otro lado, el Mn sobrepasé los
limites considerados normales (0-500 mg kg™?), segun los niveles establecidos por las
directivas de Kelly, (Kelly, 1980). Sin embargo, en suelos agricolas se han encontrado
niveles de Mn de alrededor de 1000 mg kg? (Acevedo et al., 2005). Con respecto al
elemento Zn, se encuentra dentro de los niveles considerados no contaminados, no
superando el rango limite (150-300 mg kg™) para suelos de pH entre 6,0 y 7,0.

Cuadro 5. Propiedades fisicas y quimicas iniciales del suelo contaminado con plomo.

Parametro Unidades Valor

CE (dS m?) 4,58 + 0,53
PH agua (1:2,5) - 6,3 +0,13
MO (%) 5,28 + 0,05
N disponible (mg kgl) 55,23 + 2,63
P olsen (mg kgl) 15,44 + 0,42
K intercambiable (Cm0|+kg_1) 0,59 + 0,02
CU total (mg kgl) 111,88 + 5,10
Cr total (mg kg™) 297 +52,0
MN total (mg kg™) 727 + 26,3
PD totar (mg kg™) 2952 + 297
ZN total (mg kg™) 77,5 £ 5,00
Arcilla (%) 19,07 £ 2,05
Limo (%) 21,78 £ 4,00
Arena (%) 59,15+ 5,21
Densidad aparente (Mg m®) 1,46 £ 0,05

Valores corresponden a promedio + desviacion estandar (n=4).
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Con respecto a la extraccion secuencial de Pb en el suelo (Cuadro 6), se observo que el
metal se encontrd principalmente ligado a carbonatos (FII) y a 6xidos de Fe y Mn (FIII),
alcanzando un total de 82%. Se observa, ademas, una baja disponibilidad del Pb en la
fraccion FI (1,02 %), de acuerdo a la concentracion total del suelo. Kopittke et al. (2008),
mencionan que s6lo pequefias cantidades de Pb en el suelo se encuentran de manera soluble
y por lo tanto de manera disponible para las plantas. Por otro lado, Miller et al. (2008),
atribuye la baja disponibilidad del Pb en el suelo, a la formacion de complejos con coloides
organicos e inorganicos, ademas, de su precipitacion en forma de carbonatos e hidroxidos.
Ponizovsky y Mironenko (2001), mencionan que, en el caso de suelos con pH débilmente
acidos, el Pb en la fraccion FI se encuentra presente en el rango de 0-1%.

Es importante sefialar que, la distribucion de Pb presente en el suelo indica un origen
antropogénico, ya que en gran parte el Pb se encuentra asociado a los 6xidos de Fe y Mn,
atribuyéndose este comportamiento a suelos de origen antropico segun Teusch et al. 2001,
quienes compararon la distribucion de Pb natural y Pb antropogénico en suelos
mediterraneos.

En el Cuadro 6, se observa un 87,6 % de recuperacion de Pb de acuerdo con los resultados
de fraccionamiento realizado en el suelo, en relacion con la concentracion obtenida
mediante una digestion acida total del suelo en estudio (2,952 + 297 mg kg?). Este
porcentaje de recuperacion obtenido fue mayor al descrito por Tapia et al. (2013), quienes
indicaron un porcentaje de recuperacion de Pb de un 79,5 %.

Cuadro 6. Distribucion de plomo (mg kg-1) en las distintas fracciones del suelo segin
extraccion secuencial realizada al inicio del ensayo.

Distribucion de Pb en el suelo

FI FlI FlI FIV FV Total
(mg kg™)
264+272 10865+153,8 1042,0+86,8 3443+4,2 87,1+108 25862
(%)
1,02 42,01 40,29 13,31 3,37 *87,6

Valores corresponden a promedio + desviacion estandar (n=4). *Recuperacion respecto a la
concentracion total extraida (2,950 mg kg*) mediante digestion &cida.
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Concentracion de plomo en plantas

Al comparar las concentraciones de Pb en hojas de Atriplex halimus a los 90 y 180 dias de
tratamientos, se observdO un aumento significativo de las concentraciones en los
tratamientos T1y T3 (Figura 1).

Se observa, ademas, que el nivel de Pb obtenido en el tejido radical fue notoriamente mayor
que el obtenido en la parte aérea, siendo los tratamientos T2 y T3 los que obtuvieron los
mayores valores. Resultados con concentraciones de =20000 mg kg™ de Pb en raices de
Atriplex halimus fueron informados por Amer et al. (2013), quienes denominaron en su
investigacion a Atriplex halimus como la especie mas eficiente en acumular Pb en las
raices, en comparacién con Medicago lupulina y Portulaca oleracea.

Respecto al tejido radical, en la Figura 1 se observan concentraciones de Pb del orden de
61,7- 108,5 mg kg* a los 90 dias y de 63,5- 200,2 mg kg™ a los 180 dias. Se observa
también, que los niveles de concentracion de Pb en raices del tratamiento T3 a los 180 dias
fue hasta cuatro veces superior a los determinados en el tejido aéreo.
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Tratamiento Tratamiento

Figura 1. Concentracion de Pb (mg kg-1) en tejidos de Atriplex halimus a los 90 dias
(izquierda) y 180 dias (derecha) del ensayo. T1: Control; T2: riego con acido citrico
4 g L'ty T3: Riego con acido citrico 8 g L. Barras sobre columnas indican
desviacion estandar (n=3).

Las concentraciones de Pb (Cuadro 7) observadas a los 90 dias de ensayo en hojas de
Atriplex halimus variaron en el rango de 5,5-21,7 mg kg™, mientras que para la segunda
fecha de evaluacion (180 dias) las concentraciones aumentaron de 17,2 a un 28,6 mg kg™.
Los maximos rangos determinados en hojas para este estudio se encuentran cercanos al
rango de toxicidad por Pb para hojas maduras (30-300 mg kg?) definido por Kabata-
Pendias (2011).
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Al analizar estadisticamente el efecto de los factores “Tratamiento” y “Tiempo”, se mostro
interaccion entre estos dos factores en hojas (cuadros 7 y 8) y raices (cuadros 9 y 10), es
decir, los factores actian en conjunto y no por si solos.

Cuadro 7. Efecto del factor “Tratamiento” en cada nivel del factor “Tiempo” en la
concentracion de plomo (mg kg™?) de hojas de Atriplex halimus.
Tiempo (dias)

Tratamiento

90 180
T1 55+12 ¢ 172+33 Db
T2 21,7+28Db 192+42 b
T3 157+54Db 28,6 +39a

Valores corresponden a promedio + desviacién estandar (n=3). Promedios unidos por letras
distintas en sentido vertical indican diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos dentro de cada tiempo (p<0,05, LSD de Fisher).

Cuadro 8. Efecto del factor “Tiempo” en cada nivel del factor “Tratamiento” en la
concentracion de plomo (mg kg™?) de hojas de Atriplex halimus.

Tiempo Tratamiento
(dias) T1 T2 T3
90 55+12 ¢ 21,7+£28D 157+54 b
180 172+33b 192+42b 286 +39a

Valores corresponden a promedio + desviacion estandar (n=3). Promedios unidos por letras
distintas en sentido vertical indican diferencias estadisticamente significativas entre los
tiempos dentro de cada tratamiento (p<0,05, LSD de Fisher).

Con respecto al tiempo de evaluacion en la concentracion de Pb en hojas, a los 90 dias de
ensayo, los tratamientos T2 y T3 fueron los que presentaron las mayores concentraciones
de Pb, sin embargo, a los 180 dias de ensayo sOlo el tratamiento T3 se diferencio
estadisticamente de los demas tratamientos, obteniendo la mayor concentracion de Pb
(Cuadro 7). Los tratamientos T1 y T3 presentaron diferencias estadisticamente
significativas respecto a las dos fechas evaluadas, siendo el tratamiento T1 el que presento
las concentraciones de Pb mas bajas Pb (5,5 mg kg?) a los 90 dias de tratamiento y el
tratamiento T3 el que presentd la concentracion de Pb més alta a los 180 dias ensayo (28,6

mg kg™).

De acuerdo con la concentracion de Pb dentro de un mismo tratamiento a lo largo del
tiempo (Cuadro 8), se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los
tratamientos T1 y T3, obteniéndose en ambos casos la mayor concentracion de Pb en el
segundo momento de evaluacion.
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Cuadro 9. Efecto del factor “Tratamiento” en cada nivel del factor “Tiempo” en la
concentracion de plomo (mg kg™?) de raices de Atriplex halimus.

Tiempo (dias)

Tratamiento

90 180
T1 61,7+146 c 63,5+18,2 c
T2 108,5+£34,7bc 1433+34,2 b
T3 100,4 £29,6 bc  200,2 £ 38,8 a

Valores corresponden a promedio + desviacién estandar (n=3). Promedios unidos por letras
distintas en sentido vertical indican diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos dentro de cada tiempo (p<0,05, LSD de Fisher).

Cuadro 10. Efecto del factor “Tiempo” en cada nivel del factor “Tratamiento” en la
concentracion de plomo (mg kg™?) de raices de Atriplex halimus.

Tiempo Tratamiento
(dias) T1 T2 T3
90 61,7+14,6c 108,5+ 34,7 bc 100,4 + 29,6 bc
180 63,5+182c 143,3%£34.2b 200,2+38,8a

Valores corresponden a promedio * desviacion estandar (n=3). Promedios unidos por letras
distintas en sentido vertical indican diferencias estadisticamente significativas entre los
tiempos dentro de cada tratamiento (p<0,05, LSD de Fisher).

Con respeto a las raices (cuadro 9 y 10) se observo una tendencia similar a lo ocurrido en
hojas, en donde el tratamiento T3 a los 180 dias de ensayo (Cuadro 9) present6 las mayores
concentraciones de Pb (200,2 mg kg™?) seguido del tratamiento T2 (143,3 mg kg?). A los
90 dias de evaluacidn, el tratamiento T1 fue el que presentd la menor concentracion de Pb
en raices (61,7 mg kg?).

En el Cuadro 10, las concentraciones de Pb en raices a través del tiempo no mostraron
diferencias significativas en el tratamiento T1, no obstante, los tratamientos T2 y T3 si
presentaron diferencias estadisticamente significativas, destacando este ultimo sobre el
tratamiento T2, ya que presentd un aumento significativo desde los 90 a los 180 dias de
ensayo, obteniendo la concentracion de =200 mg kg™.

Las mayores concentraciones de Pb observadas en hojas y raices de los tratamientos T2 y
T3 en Atriplex halimus, son atribuidos a la adicién de AC, cuyo efecto tiende a ser mayor
cuando la dosis aplicada es mayor (8 g L™?). La capacidad del AC para actuar como ligando
organico en el suelo, formando complejos solubles con el Pb podrian explicar este
resultado, tal como ha sido obtenido por otros autores (Clemente y Bernal, 2006; Shahid et
al., 2012).

Los resultados con respecto al aumento de concentracion de metal con la aplicacion de
acido citrico han sido obtenidos también por Freitas et al. (2014), quienes encontraron que
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la especie Sorghum bicolor obtuvo una mayor absorcion de Pb cuando se aplic6 AC en una
dosis de 40 mmol kg?. Acufia (2016), en un ensayo similar con Atriplex halimus, observé
que la aplicacion continua de AC (4g L?) en el agua de riego, promovié mayores
concentraciones de Pb en el tejido de las plantas, ademas sefiald, que el efecto se potencia
al utilizar una enmienda orgénica en conjunto al &cido citrico.

También Gao et al. (2012), observaron una mayor absorcion por Pb por parte de Solanum
nigrum cuando se adiciond AC en dosis de 20 mmol kg*. Por lo tanto, los resultados de
este estudio son consecuentes a los obtenidos por otros ensayos, donde el &cido citrico es
usado como agente quelante con el objetivo de aumentar la capacidad de fitoextracciéon de
elementos traza en suelos contaminados (Freitas et al., 2014).

Respecto a la concentracion de Pb en tallos, no se observé interaccion entre los factores
“Tratamiento” y “Tiempo”, por lo que ambos factores fueron analizados de forma separada
(cuadros 11 y 12). Segun el factor “Tratamiento”, T2 y T3 presentaron las mayores
concentraciones de Pb durante todo el periodo de la evaluacion (Cuadro 11), observandose
que, en el tejido de los tallos, la aplicacion de AC mostré una mayor concentracion
estadisticamente significativa en los tratamientos T2 y T3 en comparacion al T1 (sin
aplicacion de &cido citrico).

Cuadroll. Concentracién de plomo (mg kg™?) en tallos de Atriplex halimus segun
tratamiento, independiente del tiempo evaluado.

Concentracion de plomo

Tratamiento

(mg kg™
T1 1472+ 75 b
T2 2601+ 62 a
T3 3501+ 17,0 a

Valores corresponden a promedio + desviacion estandar (n = 6). Letras distintas en una
columna indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05, LSD de Fisher).

En relacion al factor “Tiempo”, se observd que independiente de tratamiento aplicado no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los 90 y 180 dias de ensayo,
solo se pudo observar una leve tendencia a la diminucién de la concentracion de Pb en
tallos a los 180 dias de crecimiento, respecto a la evaluacion realizada a los 90 dias de
ensayo (Cuadro 12). Esta tendencia observada, puede ser explicado por el efecto dilucién,
que ha sido referido en numerosos estudios. Segun Jarrell and Beverly, (1981), describen
una disminucion en la concentracion de un elemento en el tejido vegetal, debido a un
cambio en las condiciones ambientales, incluyendo en estas Gltimas, cambios en el
ambiente del suelo, y que hacen que su disponibilidad sea variable. Por otro lado, Deram et
al. (2006) explica el efecto dilucion como una diminuciéon de la concentracion de un
elemento en el tejido de la planta a causa de un aumento de la biomasa. Entonces, la leve
inclinacién a la disminucién de la concentracion del Pb en tallos a través del tiempo podria
estar dado por el efecto dilucion debido al aumento de MS en tallos desde los 90 a los 180
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dias de ensayo. No obstante, los tallos son tejidos de trénsito, que podrian estar
movilizando el Pb en gran parte a los 90 dias el Pb hasta las hojas de la planta, pudiendo ser
esta la razén de observar una mayor concentracion de Pb a los 90 dias de evaluacion, en
comparacion a los 180 dias de tratamiento.

Cuadro 12. Concentracion de plomo (mg kg™) en tallos de Atriplex halimus segin tiempo,
independiente del tratamiento aplicado.

Concentracion de plomo

Ti
iempo (mg kg
90 2766+ 9,9 a
180 22,84+16,8 a

Valores corresponden a promedio + desviacion estandar (n = 9). Letras distintas en una
columna indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05, LSD de Fisher).

Con respecto al tratamiento T3, a los 180 dias de ensayo, cabe sefialar que se observaron
sintomas de toxicidad en las plantas tales como caida de hojas, lo que puede estar atribuido
a la alta concentracion de Pb observada en raices (=200 mg kg?), asi como la mayor
concentracion de todos los tratamientos observada en hojas (=28 mg kg™). Trakal et al.
(2015), han reportado que la toxicidad por Pb comienza en el rango de 100 a 200 mg kg™
para la parte aérea. Sin embargo, existen estudios sobre la tolerancia de Atriplex halimus a
ETM, los cuales sefialan que, en relacion a los parametros de crecimiento, la especie es
tolerante a altas concentraciones de Cd, Cu, Mn Ni, Pb 'y Zn (Walker et al., 2014).
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Materia seca y altura de plantas

El reparto de materia seca (MS) en los tejidos de Atriplex halimus aument6 desde la
primera a la segunda fecha evaluada. A los 90 dias, el aporte promedio de MS de hojas,
tallos y raices al aporte total de MS fue de 47%, 35% y 17%, respectivamente, y a los 180
dias de ensayo fue de 39%, 40% y 21% respectivamente. En la Figura 2, se observa un
aumento de los niveles de MS total a través del tiempo, mostrandose en la primera
evaluacion una variacion de los niveles totales entre 5,6 y 6,3 g, mientras que en la segunda
entre 7,4y 9,6 g.
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~ === MS Raiz = 0 === MS Raiz
g 10 MS Total <
3 8 3 s
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Figura 2. Materia seca (MS) de hojas, tallos y raices (g) de Atriplex halimus a los 90 dias
(parte superior) y 180 dias (parte inferior) de ensayo. Barras sobre columnas indican
desviacion estandar (n=3).

Segun las determinaciones del efecto de los factores “Tratamiento” y “Tiempo”, el analisis
estadistico mostro interaccion sélo en la parte radical de Atriplex halimus (cuadros 13 y
14). En el Cuadro 13, los tratamientos que mayores valores de MS presentaron fueron T1y
T2 a los 180 dias de evaluacion, los cuales difirieron estadisticamente del tratamiento T3
que present6 los niveles mas bajos de MS en raices. A los 90 dias de ensayo, no se
observaron diferencias significativas entre los tratamientos.

Cuadro 13. Efecto del factor “Tratamiento” en cada nivel del factor “Tiempo” en muestras
de materia seca (g) de raices en Atriplex halimus.
Tiempo (dias)

Tratamiento

90 180
T1 1,1+01b 2,1+04a
T2 08+0,1b 1,8+0,2a
T3 1,1+02b 1,3+03 b

Valores corresponden a promedio + desviacion estandar (n=3). Promedios unidos por letras
distintas en sentido vertical indican diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos dentro de cada tiempo (p<0,05, LSD de Fisher).
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En el Cuadro 14, respecto al tiempo de evaluacion, se observan diferencias estadisticamente
significativas en los tratamientos T1 y T2, mostrando los valores de MS en raices mas altos
en ambos casos a los 180 dias de tratamiento. Por el contrario, el tratamiento T3 no
presento diferencias significativas entre las dos fechas evaluadas.

De estos resultados, y de acuerdo al tratamiento T3 se puede inferir que, la adicion de AC
disminuyd significativamente la produccion de MS en raices de Atriplex halimus a través
del tiempo. Esto puede ser atribuible a una mayor concentracion de Pb en las raices
observado en el tratamiento T3 (cuadros 9 y 10). Resultados similares fueron observados
por Gao et al. (2012) en la especie Solanum nigrum L., quienes indicaron que la adicion de
AC aument6 la acumulacion de Cd y Pb en los tejidos de la planta, sin embargo, influyd
ligeramente en el crecimiento de la planta.

Cuadro 14. Efecto del factor “Tiempo” en cada nivel del factor “Tratamiento” en muestras
de materia seca (g) de raices en Atriplex halimus.

Tiempo Tratamiento

(dias) T1 T2 T3
90 11+01b 08+01b 1,1+02b
180 21+04a 18+02a 13+03b

Valores corresponden a promedio + desviacion estandar (n=3). Promedios unidos por letras
distintas en sentido vertical indican diferencias estadisticamente significativas entre los
tiempos dentro de cada tratamiento (p<0,05, LSD de Fisher).

Para la evaluacién de MS en hojas, MS en tallos y MS total no se observd interaccion entre
los factores “Tratamiento” y “Tiempo”, por lo que se procedid a determinar el efecto de los
factores de manera separada (cuadros 15y 16).

Segtin el factor “Tratamiento” en MS en hojas, MS en tallos y MS total no se hallaron
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos durante todo el periodo
evaluado (Cuadro 15). Los resultados indican que la aplicacion de AC no genero
diferencias significativas entre los tratamientos en la produccién de MS.

Cuadro 15. Materia seca (g) en hojas y tallos de Atriplex halimus segln tratamiento,
independiente del tiempo evaluado.

Tratamiento Hoja Tallo Total
(9)
T1 3508 a 27+11 a 78%23 a
T2 29+06 a 2,7+10 a 69+18 a
T3 27+04 a 29+04 a 69+07 a

Valores corresponden a promedio + desviacion estandar (n = 6). Letras distintas en una
columna indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05, LSD de Fisher).
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En relacién al factor “Tiempo”, para la MS en hojas, MS en tallos y MS total, segun se
observa en el Cuadro 16, a los 180 dias de tratamiento, se denota un incremento
significativo de MS en tallos y en el total de la planta respecto de los 90 dias de evaluacion,
mientras que en la MS en hojas no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las dos fechas evaluadas.

Cuadro 16. Materia seca (g) en hojas y tallos de Atriplex halimus segun tiempo,
independiente del tratamiento aplicado.
Tiempo Hoja Tallo Total
(dias) — (9)
90 28+04 a 217+x05 b 6005 b
180 33+08 a 341+06 a 84%16 a
Valores corresponden a promedio * desviacion estandar (n = 9). Letras distintas en una
columna indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05, LSD de Fisher).

Respecto al seguimiento de la altura, T3 se diferencio de los otros tratamientos (T1y T2),
con una menor altura de crecimiento desde los 30 dias de ensayo (Figura 3), respondiendo a
la menor produccion de MS en raices (cuadros 13 y 14), lo que pudo haber afectado el
desarrollo normal de la parte area de la planta. En general la tendencia observada a los 180
dias de crecimiento es de T2 = T1 > T3. Sin embargo, el tratamiento T3 no obtuvo
diferencias significativas respecto al resto de los tratamientos, en cuanto a la produccion de
MS aérea. Este resultado puede asociarse a una mayor brotacion desde yemas laterales,
disminuyendo de esta manera, la dominancia apical del eje central de la planta.
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Figura 3. Curvas de crecimiento en altura ajustadas (n=3) de Atriplex halimus durante 180
dias, en funcion de los tratamientos. Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas.
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indices de fitorremediacion

Los indices calculados a los 90 y 180 dias de ensayo se muestran a continuacion. Segun se
observa en el Cuadro 17, los valores de Ti (indice de transporte a la hoja) son bajos durante
todo el periodo de ensayo evaluado, experimentando un aumento desde un rango de 0,09 —
0,21 a los 90 dias, hasta un rango de 0,14 — 0,28 a los 180 dias. Estos rangos de Ti son
similares a los indicados por Kachout et al. (2012), quienes observaron un valor Ti
promedio de 0,11 para tres especies Atriplex evaluadas en un suelo con altas
concentraciones de Pb (1334 mg kg™), indicando que la especie es adecuada para la
fitoestabilizacion de suelos con altas concentraciones de Pb. Clemente et al. (2012) en
experimentos de campo indicaron la capacidad fitoestabilizadora de Atriplex halimus en
suelos contaminados con metales pesados (As, Cd, Cu, Mn, Pb y Zn), al igual que los
ensayos de Manousaki y Kalogerakis (2009), quienes observaron que la especie Atriplex
halimus en todos sus tratamientos acumuld entre un 75-95% del Pb en el tejido radical.

Cuadro 17. Indice de fitorremediacion Ti en Atriplex halimus. Efecto del factor
“Tratamiento” en cada nivel del factor “Tiempo”.

Tratamiento Tiempo (dias)
90 180
T1 0,09+0,04 ¢ 0,28 +0,04 a
T2 0,21 £ 0,05 ab 0,14 £0,05 bc
T3 0,15+0,01 bc 0,15+ 0,03 bc

Valores corresponden a promedio + desviacion estandar (n=3). Ti, indice de translocacion.
Promedios unidos por letras distintas en sentido vertical indican diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos dentro de cada tiempo (p<0,05, LSD
de Fisher).

Cuadro 18. indice de fitorremediacion Ti en Atriplex halimus. Efecto del factor “Tiempo”
en cada nivel del factor “Tratamiento™.

Tiempo Tratamiento
(dias) T1 T2 T3
90 009+004 ¢ 0,21+0,05ab 0,15+0,01 bc
180 0,28+0,04a 0,14+0,05 bc 0,15+0,03 bc

Valores corresponden a promedio + desviacion estandar (n=3). Ti, indice de translocacion.
Promedios unidos por letras distintas en sentido vertical indican diferencias
estadisticamente significativas entre los tiempos dentro de cada tratamiento (p<0,05, LSD
de Fisher).

Atriplex halimus, en general presenté un bajo indice de translocacion a la parte aérea, y en
consecuencia una baja eficiencia de fitoextraccion de Pb. Esto podria ser explicado por las
propias caracteristicas de la planta, y por la alta biodegradabilidad que presenta el AC
(Romkens et al. 2002; Evangelou et al. 2006), sumado a la alta inmovilidad que presenta el
Pb en los suelos. Estudios de Waterlot et al. (2013), han propuesto el siguiente orden de
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movilidad de algunos metales en los suelos: Zn > Cd >>Cu >>Pb.

Los factores FBC (factor de bioconcentracién) y PF (porcentaje de fitoextraccion) han sido
publicados por Acufia (2016) recientemente para Atriplex halimus en suelos contaminados
por Pb, reportando valores bajos para ambos indices, informando para el factor FBC y PF
valores entre 0,0034-0,0123 y 0,0004-0,0032 respectivamente. Para este estudio, los valores
observados para ambos indices igualmente son bajos, lo que es explicado por el alto
contraste que existe entre las concentraciones de Pb en la parte aérea (cuadros 7y 8) v las
concentraciones de Pb en el suelo en estudio (2.952 mg kg™).

Con respecto al analisis estadistico en los indices de fitorremediacion, se observo
interaccion entre los factores “Tratamiento” y “Tiempo” para el indice Ti (Cuadros 17 y
18). En los tratamientos, para ambos tiempos de evaluacién se observaron diferencias
estadisticamente significativas. A los 90 dias, se observo que el tratamiento T2 presento el
valor més alto para Ti y el tratamiento T1 el que presenté el valor mas bajo, sin embargo, a
los 180 dias de ensayo T1 fue el mejor tratamiento, obteniendo el Ti mas alto. Entre los
tratamientos T2 y T3 no se observaron diferencias significativas para la segunda fecha
evaluada. Esto coincide con la mayor concentracion de Pb encontrado en el tejido de las
raices a los 180 dias de ensayo para los tratamientos T2 y T3 (cuadros 9 y 10).

El indice Ti presentd variaciones estadisticamente significativas dentro de un mismo
tratamiento a través del tiempo (Cuadro 18) en los tratamientos T1 y T2. Para el tratamiento
T1 se observa un aumento del indice desde del 90 a 180 dias de ensayo. Cabe destacar que,
para ambos tratamientos, los indices de Ti son bajos.

No se observd interaccion entre los factores “Tratamiento” y “Tiempo” en los indices de
fitorremediacion FBC y PF, por lo tanto, se procedio a analizar cada factor por separado. El
Cuadro 19 indica el efecto del factor “Tratamiento” para FBC y PF, en donde se observa
que los tratamientos presentan un efecto significativo. EI FBC presento los mayores niveles
para los tratamientos T2 y T3, lo que puede ser asociado al agua de riego con AC. Respecto
al PF, nuevamente existen diferencias significativas, siendo T2 y T3 los tratamientos con
mayores valores obtenidos.

Respecto al factor “Tiempo” s6lo PF presentd diferencias estadisticamente significativas,
manifestando un aumento desde los 90 a los 180 dias de tratamiento (Cuadro 20). Esto
podria atribuirse al aumento de MS aérea a través del tiempo, sumado a las concentraciones
de Pb observadas en hojas (cuadros 7 y 8) favoreciendo un mayor transporte del metal a la
parte aérea de la planta. Estos resultados indican que la planta continua su crecimiento y su
absorcion de Pb a través del tiempo.
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Cuadro 19. Indices de fitorremediacion en Atriplex halimus segln tratamiento,
independiente del tiempo evaluado.

Tratamiento FBC PF
— (%)
T1 0,004 £0,002 b 0,0007+0,0003 b
T2 0,008 +0,001 a 0,0011 £0,0002 ab
T3 0,010+0,003 a 0,0014 + 0,0006 a
Valores corresponden a promedio * desviacion estdndar (n = 6). Letras distintas en una
columna indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05, LSD de Fisher). FBC,
Factor de bioconcentracion; PF, Porcentaje de fitoextraccion.

Cuadro 20. indices de fitorremediacion en Atriplex halimus segin tiempo, independiente
del tratamiento aplicado.
Tiempo FBC PF
(dias) — (%)
90 0,0069 +0,003 a 0,0009 +0,0004 b

180 0,0076 £0,004 a 0,0013 +0,0005 a
Valores corresponden a promedios + desviacion estandar (n = 9). Letras distintas en una
columna indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05, LSD de Fisher). FBC,
Factor de bioconcentracion; PF, Porcentaje de fitoextraccion.

Evaluacion de propiedades quimicas del suelo al final del ensayo

La conductividad eléctrica del suelo al final del ensayo, luego de haber aplicado los
tratamientos experimentd un aumento respecto a la CE inicial (4,58 dS m™), llegando a
12,61 dS m? en el tratamiento T5 (Cuadro 21). Esto puede ser explicado principalmente
por la capacidad que tiene el AC de disolver parcialmente los carbonatos presentes en el
suelo (Ferreyra et al., 1998). Ademas, del riego constante con agua de CE de 1,39 dS m*
(Cuadro 2). En otros estudios, Ayers y Westcost (1994) constataron que, el riego constante
y sin lixiviacién con aguas de CE entre 0,7 y 3,0 dS m™ implican un riesgo de salinizacion
del suelo como lo observado en este estudio.

Respecto a los niveles de salinidad, es importante sefialar la capacidad que tienen las
plantas haléfitas como Atriplex halimus para tolerar la salinidad a través de mecanismos
(anatémicos, biogquimicos, fisiologicos y morfoldgicos) que le permiten adaptarse a
condiciones ambientales adversas como la salinidad, siendo Utiles para la fitorremediacion
de suelos salinos (Walker et al., 2014; Lokhande y Suprassana, 2012).

Para los tratamientos T1, T2 y T3, también se puede atribuir a la salinizacién del suelo, la

presencia de Atriplex halimus, especie capaz de acumular y excretar sales desde las
glandulas salinas de la superficie foliar (Simon, 1994).
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El tratamiento T2 presentd una menor CE, no obstante, la CE no mostré diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos, por lo tanto, este valor podria estar dado
por una mayor movilizacion de cationes como efecto de la adicién del AC desde la matriz
del suelo. Respecto al pH, si bien el suelo inicialmente present6 un valor de 6,3 (Cuadro 5),
se observo un aumento en un rango de 7,2- 7,4. Esto puede ser atribuido al agua de riego
(pH 7,5) y queda en evidencia en los tratamientos T4 y T5, los cuales correspondian a
suelos regados con las dos dosis de AC respectivamente. A pesar de los bajos valores de
pH de las soluciones de riego con AC (Cuadro 4), no se observé una acidificacion del suelo
en los tratamientos, lo que puede explicarse por la capacidad que tiene el suelo de
amortiguar el efecto acidificante del agente quelante, predominando finalmente el valor del
agua de riego. El &cido citrico es un éacido débil (Ferreyra et al., 1998) y altamente
biodegradable (Gao et al., 2012; Freitas et al., 2014).

La materia organica del suelo no presentd diferencias significativas entre los tratamientos,
sin embargo, el tratamiento T1 fue el que presentd un mayor valor al final de la evaluacion,
lo que puede ser atribuido a la caida de hojas de Atriplex halimus en la maceta. Es
importante sefialar, que la desviacion estandar observada (4,25) es elevada en comparacion
a las demaés obtenidas, por lo que este valor estaria indicando la alta variabilidad de los
datos obtenidos para el tratamiento T1.

Cuadro 21. Determinacion de conductividad eléctrica (dS m™), materia organica (%) y pH
en suelos al final del ensayo, segun tratamientos de Atriplex halimus.

. CE MO pH
Tratamientos asm %
T1 11,43+103 a 7,78+425 a 7,2+0,07 C
T2 898+1,13 a 481+249 a 73%£004 bc
T3 10,38 +0,92 a 455+158 a 74%007 ab
T4 10,68 +3,25 a 352+038 a 74%0,10 a

T5 1261+145 a 402+157 a 74%007 ab
Valores corresponden a promedio + desviacion estdndar (n = 3). CE: conductividad
eléctrica del suelo en extracto saturado; MO: materia organica del suelo. Letras distintas en
una columna indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p<0,05,
LSD de Fisher).

El Cuadro 22, muestra la extraccion secuencial de Pb realizada al final del ensayo, se
observd que, en todos los tratamientos, las fracciones Il y Il mantienen la mayor
proporcion de Pb, promediando para la fraccion FII un 29% y para la fraccion FlII un 52%.
Es destacable mencionar, que la fraccién FI mantuvo el rango inferior a 1% para el testigo
(T1) y los tratamientos T2, T3, T4 y T5. Cabe mencionar, que, en todos los tratamientos, se
observd una disminucion de FII (=30%), lo que puede estar asociado a la adicion del AC,
que tiene la capacidad de disolver los carbonatos del suelo, como fue observado por Lesage
et al. (2005). En la FIII, el Pb asociado aumento (= 50%), en comparacion a los rangos
observados al inicio del ensayo (FIl1: 40,29%). Es probable, que el cambio percibido en la
distribucién del Pb en las fracciones del suelo, este asociado al incremento del pH del
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suelo, permitiendo la precipitacion de los hidréxidos de Fe y Mn, junto con el Pb asociado
a la fraccion FIII.

En general, la continua aplicacion de AC no modificé la distribucion de Pb, respecto a la
distribucion inicial, manteniéndose las fracciones Il y 11l con las mayores proporciones de
concentraciones del metal. Esto podria ser atribuido, a la inmovilidad del Pb en el suelo,
ligandose fuertemente a sustancias humicas en suelos orgénicos o a los 6xidos de Fe en
suelos minerales (Adriano, 2001, Kabata-Pendias, 2011).
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Cuadro 22. Extraccion secuencial de plomo (mg kg™?) en suelos al final del ensayo en tratamientos de Atriplex halimus.

Tratamientos

Unidades Fraccion

T1 T2 T3 T4 T5
= Fl 6,84 + 3,25 4,66 +4,13 6,12 £1,51 3,62+ 2,59 3,84 £0,93
$ o Fll 521,05+84,31 401,29+34,15 501,87 +£166,10 529,12 + 103,55 543,48 £ 81,44
2 @ (mg kg?)  FlHI 863,54 + 127,44 887,77 £ 246,60 857,35+69,07 946,98+ 87,94 895,59 + 94,78
o FIV 240,62 + 37,05 177,67 £48,05 180,29+21,22 19355+37,48 189,61 + 20,05
o FV 137,43 + 14,52 131,67 £29,04 126,98+6,90 118,87 +13,48 129,75+ 7,38
Suma de Fracciones (mg kg?) 1769 1603 1672 1792 1762
Digestion acida  (mg kg?) 1818 1628 1753 1852 1855
Recuperacion (%) 97,30 98,46 95,38 96,76 94,99

Valores corresponden a promedio + desviacion estandar (n=3).
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CONCLUSIONES

El suelo presentd una alta concentracion de plomo a nivel de contaminacion. Con respecto
a su distribucion en el suelo, se encontrd asociado principalmente a carbonatos y a 6xidos
de Fe y Mn equivalente a un 82% del total del plomo presente en el suelo. La fraccion
soluble del suelo fue baja, correspondiendo a un 1,02%.

La adicion de acido citrico (4 g L* y 8 g L™) en el suelo contaminado con plomo aumentd
significativamente las concentraciones de plomo en hojas y raices de Atriplex halimus L.,
obteniéndose las mayores concentraciones con la dosis de 8 g L?, correspondientes a
valores de 28,6 + 3,9 mg kg y 200,2 + 38,8 mg kg™ para hojas y raices respectivamente.

La adicion de acido citrico en una dosis de 8 g L™ disminuyé ligeramente la produccion de
materia seca de las raices, ademas, se observaron caidas de hojas a los 180 dias de ensayo,
por lo cual, los niveles de plomo alcanzados por Atriplex halimus L. podrian indicar
sintomatologia de toxicidad.

La especie Atriplex halimus L. presentd bajos valores para el indice de transporte a la parte
aérea tanto a los 90 como a los 180 dias de ensayo. Esto indica la capacidad que tiene
Atriplex halimus L. para acumular el plomo en las raices, siendo una especie recomendada
para la fitoestabilizacion de suelos contaminados con plomo.
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