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RESUMEN

Los efectos acumulativos de ciertos metales en el ambiente constituyen un tema relevante para
entender como las plantas enfrentan nuevas condiciones ambientales inducidas por la actividad
humana. Frente a estas nuevas condiciones, la persistencia de las poblaciones de plantas se podrian
deber a plasticidad fenotipica o adaptacion local. Las plantas invasoras poseen una rapida evolucion
de algunos rasgos, ya sea morfologicos o fisiolégicos, cuando son principalmente expuestas a
ambientes cambiantes o estresantes; esta caracteristica podria ser la que permitiria a que
Eschscholzia californica colonice lugares altamente contaminado, como es el caso de sitios
localizados cerca de intensa actividad minera. Se desconoce si la persistencia de E.californica en
sitios pobres en nutrientes o con alta concentracion de metales, se debe a procesos de adaptacion
local o simplemente a la capacidad inherente de tolerar estas condiciones. Para contestar esta
interrogante, se realiz6 un experimento de trasplante reciproco en terreno y experimentos de
laboratorio para determinar la tolerancia a metales pesados como Cu y asi conocer cudles son los
niveles de cobre que puede tolerar la planta. Los experimentos de jardin comin indican que no
existiria una base genética en la tolerancia al Cu, puesto que en los tratamientos con Cu sin importar
la poblacién de origen hubo efectos negativos en el desempefio de los individuos, este efecto fue
mayor en niveles extremos de contaminacion, no habiendo diferencias entre el origen de las
poblaciones. En los experimentos de trasplante reciproco los resultados también fueron negativos en
el sitio contaminado, siendo este sitio estresante para ambas poblaciones, incluso al ver los
resultados del sitio Pichicuy las plantulas pertenecientes al sitio de Las Ventanas mejoran su
desempefio en comparacidn a su sitio de origen y a plantulas del mismo sitio. Nuestros resultados
indican que no existiria una adaptaciéon local en las poblaciones expuestas a cobre y el efecto del
cobre afecta negativamente a los individuos de Eschoscholzia californica independiente de la

poblacién de origen.



ABSTRACT

The cumulative effects of certain metals in the environment are an important issue to understand
how plants face new environmental conditions created by human disturbance. Faced with these new
environmental conditions, the persistence of plant populations could be due to phenotypic plasticity
or local adaptation. Invasive plants present a rapid evolution of some traits, whether morphological
or physiological, where are mainly exposed to stressful or changing environments; this feature
could allow that Eschscholzia californica colonize highly polluted areas, such as sites localized near
mining activities. It is unknown whether the persistence in sites poor in nutrients or with high
concentrations of metals in populations of E.californica is due to processes of local adaptation or
simply the inherent ability to tolerate these conditions. To answer this question, it was conducted an
reciprocal transplant field and laboratory experiments (common garden) to determine levels of
tolerance to heavy metals such as Cu. The results of common garden experiments indicate that do
not exist a genetic basis of tolerance to Cu, regardless the source population it was detected
negative effects on the performance of individuals; this effect was greater at the highest levels of
copper. At the reciprocal transplant experiments the results were also negative in the contaminated
site and this site was stressful for both populations, in Pichicuy seedlings belonging to the
contaminated site improve their performance compared to its origin site Our results indicate that
there is no local adaptation in the population exposed to Cu and the effect of copper affect

negatively to individuals regardless of population origin.



INTRODUCCION

Efectos del Cobre

Las poblaciones de plantas pueden responder rdpidamente en respuesta a cambios en las
condiciones ambientales (Bone & Farres 2001). Se ha descrito que poblaciones vecinas a minas de
metales pesados han desarrollado tolerancia a éstos en aproximadamente 150 afios (Antonovics &
Bradshaw, 1970; Wu & Kruckeburg, 1985; Bradshaw & McNeilly, 1991; Nordal et al. 1999; Bone
& Farres 2001). Altas tasas evolutivas han sido reportadas para plantas expuestas a metales pesados,
herbicidas, ozono atmosférico y a concentraciones de CO; (Bone & Farres 2001; Jacquemyn et al.
2012). Por otra parte, se ha encontrado evidencia de cambios evolutivos en rasgos fisiologicos en
plantas (e.g. captura y transporte de iones, contenido de proteinas, etc.), incrementando asi la
resistencia a metales pesados y a herbicidas y, en rasgos morfolégicos tales como largo de hoja y

biomasa (Jacquemyn et al. 2012).

Diversas especies de plantas poseen un amplio rango de habilidades de tolerar cobre; la tolerancia
puede ser resultado de diversos mecanismos para sobrevivencia y crecimiento (Uveges et al. 2002).
Se sabe que el cobre interfiere en varios procesos fisioldgicos v es un inhibidor efectivo del
crecimiento en las plantas (Fernandes & Henriques 1991). Una acumulacién de Cu puede generar
clorosis, necrosis, disrupcion de procesos fotosintéticos y cambios en la homeostasis de nutrientes

(Chatterjee & Chatterjee 2000; Cuypers 2000; Yruela 2005; Bes et al. 2010).

Comunmente, los efectos toxicos observados en el aparato fotosintético incluyen un descenso de las
actividades fotoquimicas, dafios en la estructura, composicion de las membranas tilacoidales y
alteraciones a nivel de pigmentos (Sandman & Borger 1980; Clijster et al., 1991; Ouzounidou 1996;

Ciscato et al. 1997). El cobre ademas esté relacionado al transporte de electrones en la fotosintesis,
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siendo un componente de la plastocianina; también es probable que juegue un importante rol en la
regulacion del PSII mediado por el transporte de electrones (Bardn et al. 1995; Ciscato et al. 1997),

siendo los procesos fotosintéticos primordiales para el crecimiento y desarrollo de todas las plantas

(Taiz & Zeiger 2006).

La variedad de respuestas frente a la acumulacion de cobre se pueden expresar a nivel comunitario,
debido a que algunas especies serian menos afectadas que otras aumentando asi su dominancia; los
procesos involucrados en estos cambios de dominancia se deberian a diferencias inter-especificas en
capacidad de germinacidn, probabilidad de establecimiento y/o sobrevivencia de las nuevas plantas

frente a ambientes contaminados con cobre (Zobel et al. 1999; Bes et al. 2010).

Respuestas evolutivas en plantas invasoras

Las especies invasoras, al colonizar nuevas regiones biogeogréificas, pueden estar sometidas a
presiones selectivas diferentes a las de su rango original (Novak 2007). Una expansion a gran escala
en estos nuevos ambientes puede determinar que las especies invasoras experimenten adaptacion
local frente a las nuevas condiciones locales (Baker 1965; Parker et al. 2003), o bien expresen
plasticidad fenotipica, debido a que los invasores ya poseerian atributos (pre-adaptaciones) que les
permitiria tomar ventajas de las nuevas condiciones ambientales en un corto plazo (Thuiller et al.
2005). De hecho, se ha encontrado que algunas especies invasoras ya poseen una alta tolerancia al
estrés ambiental (i.e. exceso de cationes, salinidad, bajas temperaturas y contaminacion),
conllevando a la rdpida y efectiva expansion de su rango de distribucién sin necesidad de

evolucionar (Uveges et al. 2002; Kercher & Zedler 2004; Funk & Vitousek, 2007; Zhang et al.



2008). Debido a la inusual combinacion de cuellos de botella genéticos y regimenes de cambios en
la seleccion que experimentan las especies invasoras al colonizar nuevos ambientes, éstas son un
buen modelo para poner a prueba hipétesis relacionadas con respuestas microevolutivas de las
especies al colonizar nuevos ambientes (Thompson 1998; Reznick & Ghalambor 2001; Héin-Fling

& Kollmann 2002; Lee 2002; Bossdorf et al. 2005).

Algunos atributos, tales como la distribucién de la asignacion de energia (e.g. crecimiento,
reproduccién, defensa y tolerancia al estrés), estan sometidos a fuerte seleccién, debido a que estos
atributos estdn relacionados con las estrategias de asimilacién y asignaciéon de recursos coémo
carbono, agua y nutrientes, hacia el crecimiento, la sobrevivencia y la reproduccidon (Ackerly et al.
2000). Por lo tanto, considerar atributos funcionales i.e. bioquimica del metabolismo, intercambio
de gases, estructura de hojas y desempeno fotosintético, son muy importantes, pues modificaciones
en estos rasgos podria determinar diferencias en adecuacion biolégica. Un dato interesante es que
alrededor del 80% de los datos relacionados con seleccidn en plantas, estiman rasgos morfologico;
en contraste, hay poca informaciéon respecto de rasgos fisioldgicos, asi como también pocos
estudios consideran mediciones mas integradas del desempefio, como la tasa neta reproductiva o la

tasa intrinseca de crecimiento poblacional (Kingsolver et al. 2012).

Clines geograficos en rasgos de historia de vida han sido descubiertos en muchas plantas invasoras,
incluyendo Eschscholzia californica y Lythrum salicaria, las cuales sugieren adaptacion local en
respuesta a condiciones ambientales (Leger & Rice 2003; Barrett et al. 2008; Prentis et al. 2008). La
seleccion natural puede resultar en adaptacion local, permitiendo a los individuos tener un mayor
fitness relativo en su habitat de origen al compararlos con su desempefio en otros habitats (Kawecki
& Ebert 2004). En contraste, y en respuesta a cambios ambientales, las plantas pueden desarrollar

plasticidad fenotipica, la cual es definida como la habilidad de un genotipo de expresar diferentes



fenotipos en distintos ambientes (Pichancourt & Klinken, 2012). Esta plasticidad de rasgos puede
expresarse de diversas formas, a través de rasgos pléasticos independientes (como cambios en el
tamafio de la planta) o a través de reasignaciones entre pares de rasgos (e.g. entre masa de semillas
y niimero de semillas). Las respuestas pldsticas pueden verse expresadas a distintos niveles 1)
Individuo: mejorando su desempefio (e.g. crecimiento, germinacion), 2) Poblacional: afectando
directamente su demografia (e.g. sobrevivencia, fecundidad) (Richards et al. 2006: Muth &

Pigliueci 2007; Funk 2008; Pichancourt & Klinken 2012).

Un ejemplo clasico de adaptacion local es el de la graminea Anthoxanthum odoratum, que crece
cercano a zonas mineras con altos niveles de zinc y plomo; se observd que la fenologia y la
tolerancia a los metales variaba incluso en poblaciones distanciadas a pocos metros entre ellas, dada
por la heterogeneidad en que se encontraban los metales en el lugar (Antonovics 2006; Richardson

et al. 2014).

Modelo de estudio

Eschscholzia californica Cham. (Papaveraceae) es una especie de hierba nativa del oeste de
América del norte, planta invasora en otras partes del mundo, principalmente en climas
mediterraneos (Leger & Rice 2003). Crece en un variado rango de habitats, desde el nivel del mar
hasta los 2.000 msnm, desde dunas con suelos bien drenados, hasta abanicos aluviales, terrazas de
rios y laderas (USDA, 2010).Esta especie ha sido introducida en Chile, Tasmania, Nueva Zelandia y
Australia, donde ha sido naturalizada (Cook 1962). En Chile se distribuye desde la Region de
Atacama hasta la Region del Bio-Bio, creciendo desde la costa hasta por sobre el limite arbéreo,
especificamente su rango de distribucion va de los 30° a los 38° S y desde los 0 hasta los 2200
msnm (Arroyo et al. 2000). También se ha descrito que crece en ambientes altamente perturbados y

comlnmente se encuentra en bordes de carreteras. Presenta una diferenciacidn significativa entre
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las distintas poblaciones en cuanto a morfologia y atributos de historia de vida (e.g. fecundidad,
supervivencia, atributos florales y vegetativos) a lo largo de su rango geografico (Leger & Rice

2003).

En sitios cercanos a minas y fundiciones mineras, es comin encontrar grandes areas contaminadas,
por cobre y plomo (Ginocchio et al. 2004). En la zona central de Chile existe una gran
concentracion de actividad minera ubicadas en la costa. En la localidad de “Las Ventanas”
(32°46°S; 71°28’0) se ha reportado un alto contenido de Cobre (Cu) total y soluble en el suelo, por
sobre los promedios establecidos para suelos agricolas (<100mg kg™ (Swedish Environmental
Protection Agency), ademés los suelos presentan valores de pH en el rango de 3,9 a 5.9,

considerandose por lo tanto suelos 4cidos (Ginocchio et al. 2004; Gonzélez et al. 2008).

Las condiciones presentadas anteriormente, harfan este lugar poco habitable para muchas especies
de plantas, sin embargo Eschscholzia californica se encuentra en estos sitios y en abundancia
(Pefia-Gomez & Bustamante 2012). Ademds, las poblaciones cercanas al sitio contaminado
presentan una tasa finita de crecimiento (A) mayor a 1 (A=1,21), lo cual sugiere ausencia de
restricciones demograficas. Por otro lado, Gonzalez et al. (2008) al caracterizar las concentraciones
de Cu en tejidos de distintas especies de plantas, encontrd que E. californica presentaba una baja
acumulacion de cobre de 135 + 3,2 mg kg™'; asi mismo, Ginocchio (1997) encontré el mismo patrén
de acumulacién con valores entre 45-196 mg kg™, siendo considerada como una especie tolerante,
siendo este tltimo término definido como la habilidad de crecer en suelos contaminados teniendo
un crecimiento optimo para la planta (Fernandes & Henriques 1991). Todas estas evidencias abren
las interrogantes acerca de las causas ecologicas y evolutivas que permiten explicar la presencia y

persistencia de esta especie en sitios con alta concentracion de metales pesados, en especial Cobre.



El estudio de las respuestas de las plantas invasoras a la presencia de metales pesados es un tema
abierto y de escaso desarrollo. Conocer los efectos que podrian tener los metales pesados en plantas
invasoras y cudl es la respuesta evolutiva detras de la tolerancia, es de gran importancia pues podria
constituirse una explicacién ultima de su éxito invasor y las estrategias que les permiten sobrevivir

a estos ambientes estresantes.



HIPOTESIS

La tolerancia a metales pesados observada en Eschscholzia californica estaria dada por una

adaptacion local. Si esto es asi, entonces:

. Semillas provenientes de zonas no contaminadas trasplantadas a zonas
contaminadas presentaran menor germinacioén y sobrevivencia de plantulas que semillas
plantadas en su lugar de origen. En cambio, las semillas provenientes de zonas
contaminadas no se veran afectadas en su desempefio al ser transportadas a una zona no

contaminada por Cu.

. Al someter individuos a niveles crecientes de Cu, el desempefio tendera a
decrecer. Este decrecimiento sera mayor en individuos provenientes de poblaciones no

sometidas a contaminacion por Cu.



OBJETIVOS

General

Determinar si la tolerancia al cobre de una poblacién de Eschscholzia californica es una

respuesta determinada por adaptacion local o plasticidad fenotipica.

Especificos

1. Determinar diferencias en contenidos de Cu y nutrientes en sitios con y sin influencia de la
actividad minera en Chile central.

2. Caracterizar fenotipicamente, a nivel vegetativo y reproductivo, individuos de sitios con y
sin influencia de la actividad minera.

3. Establecer si individuos de origen no contaminado, pueden sobrevivir en las condiciones de
contaminacién, y si individuos de origen contaminado pueden sobrevivir en sitios que
presentan bajos niveles de Cu.

4. Evaluar el efecto de niveles crecientes de Cu sobre el crecimiento, sobrevivencia y

reproduccion de E.californica.
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2. METODOLOGIA

2.1. Caracterizacicn de los sitios

Para realizar este estudio se eligieron dos sitios costeros, con condiciones climaticas similares,
ambos costeros, uno con alta perturbacion industrial y otro sin perturbacion industrial aparente, otro
de los criterios de eleccion de los sitios fue que ambos tenian una gran poblacién de Eschscholzia

californica la cudl se encuentra de manera estable en el lugar.

“Las Ventanas” esta ubicada a 32°43°S 71°24'W, se localiza en el valle de Puchuncavi en la costa
de Chile central, esta drea se caracteriza por ser un sitio altamente contaminado debido a la cantidad
de industrias presentes en la zona. Posee un clima de tipo Mediterraneo con lluvias invernales y
estacion seca prolongada, gran nubosidad y la humedad relativa elevada (Direccién Meteoroldgica
de Chile) (Fig. 1.A). El otro sitio elegido ubicado en la ciudad costera de Pichicuy ubicada a
32°20'S 71°27'W, sitio que no tiene un impacto visible de contaminantes y que actualmente es un

4rea protegida (Fig.1.B). En cada sitio fue explorada un 4rea total de 600 m”.

Figura 1. A) Sitio “Las Ventanas” con alta contaminacion, B) Sitio Pichicuy sin perturbacion aparente.
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2.1.1. Asignacién de biomasa reproductiva y vegetativa en plantas adultas y contenido de Cu

Se colecté la biomasa aérea de 10 plantas de E californica por sitio, esta biomasa se separ6 entre
vegetativa y reproductiva, para luego ser secada por 3 dias a 50°C. Ademads se colectaron 4 vainas
por individuo en 10 individuos por sitio, el material se seco a 40°C, luego se pesaron y se contaron
las semillas por vaina, promediando las 4 vainas por individuo para obtener un promedio de la
produccion de semillas por vaina. Ademas se midi6 el contenido de Cu foliar de 5 plantas adultas

por cada sitio.

2.1.2. Vegetacidn caracteristica

Se caracterizo la vegetacion acompafiante de E.californica en cada sitio, a través de 5 transectas de
30 metros (huincha), separadas cada una por 5 metros, dispuestas paralelamente. Se recolectd el

material para la posterior identificacion.

2.1.3. Variables de suelo

Se colectaron muestras de suelo (5 por sitio) para un andlisis completo de fertilidad de suelo, y se
midio el Contenido Relativo de Agua (CRA) en cada sitio (6 medidas por sitio) mediante un

medidor portatil de humedad de suelo (FieldScout TDR-300; Spectrum Technologies, Inc.).
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2.2. Cultivo hidroponico y jardin comun

En la realizacién de los experimentos en laboratorio se implementd un cultivo hidropénico. Esta es
una técnica de crecimiento de plantas con sus raices insertas en una solucién nutritiva sin suelo
(Taiz & Zeiger 2006). Se utilizé un medio inerte para el crecimiento de la planta y una solucién
nutritiva con todos los elementos esenciales para su adecuado desarrollo (Detalles de nutrientes
presentes Tabla Anexo 2). Los elementos considerados esenciales para el crecimiento de la mayoria
de las plantas son: Carbono, Hidrégeno, Oxigeno, Nitrogeno, Fosforo, Potasio, Calcio, Azufre,
Magnesio (macronutrientes) y Hierro, Manganeso, Boro, Zinc, Cobre, Molibdeno, Cobalto y Cloro
(micronutrientes). Ademas hubo un control sobre el pH a través de un pHmetro portatil (HI 8424;
Hanna Instruments), cuando las soluciones disminuian el pH este se regulaba con una solucion base
fuerte de Hidroxido de Potasio (KOH), la temperatura del invernadero fue monitoreada con un
termohigrometro y se utilizd luz natural. Esta técnica se utilizd para determinar las respuestas de
Eschscholzia californica frente a concentraciones crecientes de Cu, medidas como variables

morfologicas, reproductivas y biomasa total en el tiempo (ver detalle en 2.4.).

Se hicieron germinar semillas de Eschscholzia californica en un medio inerte, para esto se utilizd
vermiculita (pH neutro), se sembraron en cada pote 4 semillas, para asegurar la germinacién de por
lo menos una plantula. Se regaron las plantas con una solucion nutritiva para el adecuado
crecimiento de ellas, las soluciones de Cu proporcionadas a las plantas fueron separadas en 3
niveles: Control (sin cobre), Nivel 1 (200 ppm) y Nivel 2 (800 ppm), estos niveles fueron
establecidos de acuerdo a lo encontrado en terreno (200 ppm encontrados a principio de primavera
y 800 encontrados al final del verano). El cobre fue suministrado en la forma de Cu (NOj3), como

fuente de Cu’", en todos los tratamientos, se controld el pH alrededor del punto neutro.
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Desde julio de 2013 las plantas se regaron cada 5 dias con una cantidad de 100 ml de solucién para
cada individuo expuesto a cada tratamiento. A fines de primavera, cuando las temperaturas fueron
mayores, ¢l riego se realizdo dia por medio, pero s6lo con agua y solucion nutritiva, v los
tratamientos con cobre continuaron cada 5 dias por motivos de cambios en pH o acumulacion

excesiva de cobre en el sustrato.

Se obtuvo 50 plantulas por cada poblacién de origen (Las Ventanas (A)-Pichicuy (B)) y por nivel de
tratamiento (Control-Nivel 1-Nivel 2). Por lo tanto se obtuvo un total de 300 plantulas que se
dispusieron de manera aleatoria en cada tratamiento y en el invernadero, para no considerar la luz

como una variable que estuviera influenciando las mediciones.

2.2.1. Biomasa critica

Se midio la biomasa total en el tiempo para plantas de jardin comun, para ello se retiraron 5 plantas
por tratamiento y por poblacion cada semana. El material separado y rotulado, fue secado por 3 dias
a 50°C y luego pesado. Estos datos ademas fueron relacionados con las medidas de supervivencia
que se obtuvo en el tiempo, por lo tanto se confecciond un grafico en que muestra el punto en el
tiempo donde ocurre la mortalidad del 50% de los individuos y como se relaciona esto con la
biomasa encontrada en ese intervalo de tiempo, realizando un indice de biomasa critica en que

ocurre el 50 % de la mortalidad de la poblacion estudiada.

2.3. Experimentos de trasplante reciproco

Se recolectaron semillas de los dos sitios de estudio, para realizar un experimento de trasplante

reciproco (Blanquart et al. 2013). Las semillas ya retiradas de su ambiente natural, fueron
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sembradas en su propio sitio y también en el sitio contrastante. En cada sitio se sembraron 100
semillas de cada poblacion (sitio contaminado y no contaminado), por lo tanto se sembro un total de
200 semillas por sitio. Para disponer las semillas en el suelo, se realizaron dos transectas en cada
sitio correspondiente a cada poblacion, cada transecta midié 100 metros, se colocaron 20 cuadrantes
distanciados a 5 metros, en cada cuadrante fueron sembradas 10 semillas, 2 en cada esquina del
cuadrante y en el centro del cuadrante (Fig. 2). Antes de colocar el cuadrante, se retiroé la primera
capa organica del suelo, para evitar contaminacion con otras semillas o material vegetal. Durante el
transcurso del experimento, se realizé el monitoreo mensual de: germinacion de las semillas,

establecimiento de las plantulas, variables morfologicas y variables reproductivas (ver detalle en

2.4).

Figura 2. Cuadrantes ubicados en las transectas, con 10 semillas cada uno, 2 por cada orificio del cuadrante. Esto se
replico en las dos poblaciones.

2.4. Medicion variables morfoldgicas y reproductivas

Se considerd como variables morfolégicas y reproductivas a: tiempo de germinacién (i.e. numero

de dias en que ocurre la germinacion desde que se sembré la semilla), tiempo de apariciéon de hojas

15



fotosintéticas (i.e. primera hoja fotosintética completamente desarrollada), nimero de hojas en el
tiempo, altura de la planta (i.e. altura desde la base de la planta hasta la hoja maés alta), tiempo de

floracion (i.e. tiempo transcurrido hasta que aparece el primer botén), nimero de botones y flores.
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2.4, Andlisis Estadistico

Para los pardmetros de caracterizacion de suelo, la comparacion entre los sitios contaminado y no
contaminado y diferencias en cuanto a asignacion de biomasa y produccién de semillas se utilizd
una prueba de t de Student. Para ver los efectos de la exposicion a cada sitio se realizara un analisis
de varianza (ANOVA) de una via. Para establecer diferencias en el experimento de tolerancia
respecto a la exposicion a las distintas concentraciones de cobre se aplico una ANOVA de una via,
verificando siempre la normalidad de los datos. En los analisis de frecuencia acumulada se realizo

una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

Para los analisis de supervivencia se realizé un Test de Kaplan-Meier para establecer los efectos
totales de los tratamientos en cada poblacién, y un test de Log-Rank para comparar entre
poblaciones por cada tratamiento. Para los andlisis citados anteriormente se utilizé el software
Statistica 6.0. Para los analisis de tasa de crecimiento de plantulas en jardin comun se realizé una
Anova de 2 vias con permutaciones (Software R) debido a la naturaleza de los datos. En los analisis

de Biomasa Critica se realizé una ANCOVA 2 vias (2x3) (VassarStats).
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3. RESULTADOS

3.1.Caracterizacion de sitios y poblaciones

La localidad de muestreo en “Las Ventanas” se caracteriza por una vegetaciéon dominada por
Eschscholzia californica, asociada mayormente a Baccharis linearis y Convolvulus arvensis.

En cambio Pichicuy tiene una mayor riqueza de especies al ser un sitio con una menor perturbacién.
Al igual que el sitio de “Las Ventanas” también existe una poblacién de E.californica, aunque no
tan abundante, asociada a esta poblacion se pudo encontrar: Centaurea solstitialis, Senecio vulgaris,
Avena sativa, Phacelia secunda, Fumaria agraria, Alstroemeria sp., Loasa tricolor y algunas

especies de Poaceas.

Los niveles de cobre que existen en Las Ventanas bordean los 400 mg kg™, valor muy superior al
rango establecido para suelos agricolas (0,6-11mg/kg), mientras que en Pichicuy lo niveles de

Cobre fueron de 2,4 mg kg™, considerados dentro del rango establecido.

En cuanto al Contenido Relativo de Agua (CRA) existen diferencias significativas entre los
espacios libres de vegetacion y los espacios bajo las plantas adultas de E. californica (F (11674,896,
p<0,05); se encontraron diferencias significativas entre poblaciones (F (1,16=52,1929, p<0,05); se
detecté una interaccion estadistica significativa de ambos factores (F (115=5,0349, p<0,05) lo cual
significa que aln cuando en Las Ventanas no hubo diferencias entre micrositios, este efecto fue

significativo en Pichicuy.
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Tabla 1. Fertilidad de suelos y Contenido Relativo de Agua (CRA%) de dos poblaciones de Chile Central: Las Ventanas y
Pichicuy. * Representa diferencias significativas entre los sitios (Test de T). El muestreo fue realizado el mes de Octubre

de 2013. Simbolos (<) representa valores sobre el limite y (>) valores bajo limite establecido para suelos agricolas.

Sitio Las Ventanas (mg/Kg) Pichicuy (mg/Kg)
N 16,60,70* 25,240,72*
P 34,4+0,33* >6,8+0,47*
K 178+£11,71% >52,844,11%
Cu <398,2 £19,24* 2,48+0,13%
Fe 52,2442 92* 22,06+1,24*
Mn 8,84+0,71" 11,840,61"*
Zn 29,2441 ,49% >2.06+0,28*
B >0,5440,01* >0,27+0,01*
S >5,97+0,36"° >4,76+0,26"°
CRA (suelo desnudo) 4,97+0,105 * 1,324+0,209 *
CRA (suclo bajo E.californica) 4,96+0,09] * 3.04+0,235 *

Contenido de Cu foliar en plantas adultas
Respecto al contenido de cobre foliar se detectaron diferencias significativas entre poblaciones (t =
7,56, df=8, p<0,05; Fig.3) siendo las hojas de las plantas pertenecientes a Ventanas las que

presentaron en promedio mas de 8 veces la cantidad de Cu que las hojas de las plantas de Pichicuy.
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Figura 3. Contenido de Cu en hojas de plantas adultas de Eschscholzia californica en las localidades de Ventanas y
Pichicuy en Chile Central.
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Asignacion de biomasa en plantas adultas

En las plantas adultas de E.californica muestreadas en terreno no hubo diferencias significativas
referentes a biomasa vegetativa (t = 0,09; p = 0,926), pero si existieron diferencias en la biomasa
reproductiva (t = 6,02; p <0,05) entre las dos poblaciones. La poblacién de Pichicuy presentd una
mayor asignacion a biomasa reproductiva que la poblacién de Las Ventanas. Referente al numero y
peso de semillas hubo diferencias en cuanto al nimero de semillas (t= 2,7; p<0,05), individuos de
Las Ventanas produjeron un mayor nimero de semillas por vaina comparado con individuos de
Pichicuy, en cuanto el peso de las semillas no hubo diferencias significativas entre las poblaciones

(t= 0,7; p =0,451) (Tabla 2).

Tabla 2. Variables vegetativas y reproductivas de dos poblaciones de Chile Central: Las Ventanas y Pichicuy. *
Representa diferencias significativas entre los sitios (Test de t) y n.s representa que no hay diferencias significativas. El

muestreo fue realizado el mes de Noviembre de 2013.

Variable Las Ventanas Pichicuy

Biomasa vegetativa 3,53+£0,36"¢ 3,40+0,19"°
Biomasa reproductiva 0,35+£0,01 * 0,39 +0,03 *
Nuamero de semillas (por 74,02 + 0,975 * 44,48 +0,52 *
vaina)

Peso de semillas (peso por 0,0011 + 5,23¢ " 0,0009 + 8,86 "

vaina/n® de semillas de vaina)
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3.2. Experimentos de Jardin Comiin

Germinacion y supervivencia

En los experimentos de jardin comun con los distintos niveles de contaminacién por cobre, no hubo
diferencias en cuanto a la germinacion; si hubo un retraso en cuanto al maximo de germinacion en
plantas que se encontraban en el nivel 2 de contaminacion (800ppm) con un aumento entre 2-4 dias.
Del total de semillas puestas a germinar (50 por tratamiento), hubo una alta germinacién en todos
los tratamientos, incluso en el nivel 1 (200ppm) de contaminacién estuvo cercano al 100%. La
primera hoja fotosintética se demoro en salir alrededor de 20 dias, y el primer boton salié después
de 2 meses en las plantas pertenecientes al control, no asi en plantas que estaban en los tratamientos

con cobre,

En el experimento de jardin comin en plantas control no hubo diferencias en cuanto al porcentaje
de germinacion final (Fig.4). La germinacion en general estuvo entre el 70-100% del total de las
semillas expuestas a cada tratamiento, y tampoco hubo un efecto de los tratamientos con cobre

sobre la germinacion, ya que esta no se vio disminuida. (Detalles de dindmica en el tiempo ver

Anexol. I).
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Figura 4. Norma de reaccion porcentaje final de germinacion en experimento de jardin comun, de dos poblaciones de
Chile central, en control, nivel 1 de contaminacién y nivel 2 de contaminacién.
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Al comparar la sobrevivencia de las plantas hubo diferencias significativas en cuanto al efecto de
los tratamiento tanto para Ventanas (X*= 1865260, df = 2, p <0,05) (Fig.5.A) como para Pichicuy
(X’=171,7877. df = 2. p<0,05) (Fig.5.B). A pesar que hubo efectos en ambas poblaciones debido a
los tratamientos, la poblacion de Las Ventanas fue mas sensible, ya que ambas curvas sometidas a
contaminacion por cobre se ven mas separadas del control, en comparacion con las curvas de la
poblacion de Pichicuy, donde solo el nivel 2 de contaminacion se ve mas alejado del control. Al
comparar entre poblaciones por cada tratamiento no se encontraron diferencias significativas (LOG
— Rank, S = 1,882, p=0,170). al igual que en el nivel 2 de contaminacion (LOG — Rank, S=1,552,
p=0,213). Sin embargo, si hubo diferencias entre las poblaciones en el nivel 1 de contaminacion
(LOG - Rank. S=48.164, p<0.,001). Este efecto se produjo debido a que el nivel 2 de contaminacion
fue dafino para ambas poblaciones en igual medida, en cambio en el nivel 1 de contaminacion el

efecto fue mas marcado en individuos provenientes de Las Ventanas.

Cumulatve Proportion Surviving (Kapian-Meier)

Cumudative Proportion Surviving (Kapian-Meier)
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Figura 5. Curvas acumulativas de proporcion de supervivencia (Kaplan-Meier) para dos poblaciones (A) Ventanas (B)
Pichicuy expuestas a distintos tratamientos con cobre y control (sin cobre).
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Tasa de crecimiento: Altura y Numero de hojas

Existe una disminucion significativa en el tamafio de las plantas y el nimero de hojas en
comparacion con las plantas control (Fig.6). En relacion a la altura de las plantas hay diferencias
significativas en cuanto al tratamiento (p<0,05) y a la interaccion de los factores (p<0,05), no as{ de
la poblacion (p=0,843). Por lo tanto el cobre tiene un efecto negativo en el crecimiento en ambas
poblaciones, aunque en el N1 de contaminacion este efecto fue diferencial (>poblaciéon de Las
Ventanas), en cambio en el N2 hubo una disminucion de la altura independiente de la poblacion de
origen. Por su parte, el nimero de hojas por individuo sélo fue significativo el efecto del
tratamiento (p<0,05), sin diferencias poblacionales en ninguno de los tratamientos (p=0,187) ni en

la interaccion de los factores (p=0,05) (ANOVA con permutaciones en R).
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Figura 6. Norma de reaccién para rasgos morfoldgicos: altura y nimero de hojas de dos poblaciones sometidas a 3
ambientes (tratamientos). Letras significan diferencias significativas (Test Tukey p<0.05).
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Biomasa critica

Se midio la biomasa critica de las plantas (Fig.7) (i.e. punto en el tiempo donde ocurre la muerte del
50% de la poblacion, relacionado con la biomasa total del momento), plantas expuestas a nivel 1 de
contaminacion y en control no llegaron al punto del 50%, en cambio plantas en el nivel 2 llegaron al
50% de mortalidad a un peso seco alrededor del 0,01g, alcanzando como maximo en el periodo de
experimento un peso de 0,04g. Poblaciones de nivel 2 de contaminacion no llegaron a la biomasa
minima para poder sobrevivir en el tiempo, como lo que ocurrio con las poblaciones sometidas a
nivel 1 de contaminacién. No existen diferencias significativas debido al origen (F=3.35; df=1;
p=0,08) y tampoco en la interaccion de los factores (F=1,2; df=2; p=0,319), pero si hubo diferencias

debido a los distintos tratamientos (F=17,74; df=2; p<0.05).
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Figura 7. Relacion promedio biomasa total {seca) y supervivencia de plantas provenientes de dos poblaciones de Chile

central. Sometidas a dos niveles de contaminacion por cobre. (A) Control (B) Nivel 1 y Nivel 2 de contaminacion. Linea
roja sefiala el 50% de letalidad de la poblacion. '
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3.3 Experimentos de Trasplante reciproco

Germinacion y supervivencia

En el experimento de trasplante reciproco hubo baja germinacion, las semillas que tuvieron mas
éxito fueron las de Ventanas cuando fueron puestas en el sitio sin contaminacién (Pichicuy) (26%
de germinacion), doblando en cantidad a las semillas que provenian de ese mismo sitio (Origen
Pichicuy 13%). En general, en el sitio contaminado la germinacion fue baja y casi no hubo
diferencias en cuanto al origen de las semillas (Origen Ventanas 5%; Origen Pichicuy 4,5%), la
germinacion en ambos sitios ocurrié alrededor del dia 31 (Fig 9.A.). Existiria un efecto de la
contaminacion en cuanto al porcentaje de germinacion, ya que las semillas en ambos casos
aumentan su germinacion al estar en un sitio libre de contaminacion. (Para ver detalles de dinamica

en el tiempo ver Anexol.2)

La supervivencia en el sitio de Ventanas fue baja, ya que sdlo hubo sobrevivientes hasta el dia 30
(Fig.9.B), por lo tanto las plantulas que lograron germinar sélo sobrevivieron un mes, en cambio las
plantulas que lograron emerger en Pichicuy un 20% del total de plantas germinadas logré llegar
hasta el tercer mes de monitoreo (90 dias) (Fig.9.C). En el sitio Ventanas no hubo diferencias en
cuanto a supervivencia entre plantulas de poblaciones distintas (S=0,000, p=1,00), en cambio en el
sitio Pichicuy si hubo diferencias en cuanto a la poblacién de origen de la semilla (8§=4,678,

p<0,05), con un mayor porcentaje de supervivencia para plantulas provenientes de Ventanas.
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Figura 9. Norma de reaccion de trasplante reciproco en dos poblaciones de Chile central (2 ambientes: Contaminado
(Ventanas) y No Contaminado (Pichicuy). A) Porcentaje final de germinacién de semillas correspondiente a cada
poblacién. B): Porcentaje de supervivencia a 30 dias en cada poblacién y C) Porcentaje de supervivencia a 90 dias en cada
poblacion.
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4. DISCUSION

Los resultados obtenidos indican una fuerte contaminacion en el sitio de Ventanas, con un exceso
de cobre y déficit en varios nutrientes, tal como Boro y Azufre (Tabla 1). El exceso de cobre es en
promedio de 398 mg/kg, o sea casi 300 veces mayor al contenido de cobre de suelo en el sitio de
Pichicuy (Tabla 1), estos resultados son similares a los encontrados por Ginocchio et al. (2004).
Pichicuy también resulté ser un sitio con déficit de nutrientes en relacidn al indice utilizado para
suelos agricolas, pero atn asi presentd una mayor cantidad de especies vegetales. En cuanto al
contenido relativo de agua, hubo un mayor contenido de agua en el sitio de Ventanas en
comparacion al de Pichichuy (Tabla 1), esto también explicado por el tipo de suelo que tiene cada
sitio, este Gltimo presentaba condiciones mas arenosas que el primero, por lo tanto existe una menor

retencion de la humedad.

El contenido de cobre foliar de plantas adultas encontrado en Ventanas es casi un 40% mayor que
las plantas que se encuentran en Pichicuy (Fig.3), el contenido promedio encontrado en las plantas
de E.californica de Ventanas estd dentro del rango encontrado en un trabajo de Ginocchio (1997)
para esta misma especie, estos niveles estan sobre el rango normal sugerido en tejidos vegetales (8-
13 ppm) (Howeler 1983). Tang et al. 1999 encontraron que existe una relacion entre el contenido de
cobre del suelo y la acumulacién de cobre en distintas especies de plantas, esto también ha sido
reportado por Gonzilez et al. (2008) en un trabajo realizado en el valle de Puchuncavi (Chile

central) en un sitio cercano a una fundicién minera.

Plantas al tener resistencia a algunos tipos de metales presentan costos, uno de estos costos es una
menor produccion de biomasa en ecotipos resistentes (Lambers et al., 2008), por lo tanto se
esperaria encontrar cambios en la asignacion reproductiva o vegetativa. En cambio no se
encontraron diferencias entre las poblaciones en cuanto a la asignacion a biomasa vegetativa, pero
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si hubo un cambio en la asignacion de biomasa reproductiva, encontrandose una mayor asignacién
en individuos de Pichicuy, esto fue acompafiado de una mayor produccién de semillas por vaina en
la poblacion de Las Ventanas, por lo tanto esta poblacién no estaria siendo limitada
reproductivamente. Esto también ha sido reportado en un estudio sobre el efecto del cobre en
variables reproductivas de Glaucium flavum (Papaveraceae) donde no encontraron efectos directos

en la produccion de semillas (Cambrollé et al. 2011).

Por lo tanto, el no encontrar cambios en los rasgos de los individuos de E.californica expuestos a
cobre, y que aparentemente no presenta limitaciones en plantas adultas, transforman a esta
poblacion en un buen modelo de evaluar si estas respuestas evolutivas son debido a adaptacidn
local. Ademas la variabilidad ambiental presentada entre estos dos sitios, potencian atin mas la

hipotesis de que exista una adaptacion local en la poblacion expuesta a metales pesados.

En cuanto a germinacién de las dos poblaciones sometidas a distintos niveles de cobre no hubo
diferencias significativas (Fig.6), por lo que no habria un efecto negativo en este atributo. Solo
plantas que no fueron expuestas a cobre lograron florecer, esto indicaria un retardo o inhibicion de
la floracién en plantas sometidas a estrés por cobre, o que no poseian la biomasa minima en el
tiempo asignado para poder destinar recursos a biomasa reproductiva (Fig.7). En cambio, en un
trabajo de Jin-hua Gan et al. (2013) encontraron que en la fabaceae Kummerowia stipulacea
poblaciones expuestas a metales pesados, cuando crecian en tratamiento con cobre invertian mas
recursos a reproduccion que a crecimiento vegetativo, reflejando un trade-off adaptativo en

respuesta a una condicidn estresante.

La producciéon de biomasa reproductiva estd relacionada al crecimiento que tuvieron las plantas en
los distintos tratamientos, plantas de ambas poblaciones que estaban en control lograron tener una
mayor biomasa a través tiempo y una mayor supervivencia (Fig.9). A pesar que el crecimiento
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siempre fue mayor en plantas en control, la poblacion de Ventanas al final del experimento tuvo una
mayor produccion de biomasa total en comparacion a las plantas provenientes de Pichichuy ( aprox.
0,4g y 0,2g respectivamente), esto probablemente podria ser debido a diferencias en cuanto a la
produccion de raices que podrian haber tenido las plantulas, ya que no hubo diferencias en cuanto a
altura de plantas ni en produccion de hojas (Fig.6).

En el nivel moderado de Cu (Nivel 1-200ppm), hubo un menor desempefio en cuanto a crecimiento
relacionado con la exposicion al cobre en comparaciéon con el control, pero ain asi lograron una
mayor supervivencia en comparacién con el Nivel 2 y una mayor biomasa, sin alcanzar el 50% de
letalidad de la poblacién (Fig.7). Cabe destacar que hubo una mayor produccion de biomasa y
mayor crecimiento en planta provenientes de Pichicuy en el valor intermedio de contaminacion, lo
que va en contra a lo esperado, ya que no es una poblacidon que haya estado antes sometida a
contaminacion en su medio original, esto se podria relacionar con el mayor crecimiento en altura
que hubo en plantas provenientes de Pichicuy (Fig.6), la diferencia en cuanto biomasa total no fue
tan marcada como en el control, ya que fue de 0,04g en plantas Ventanas y 0,06 en plantas de

Pichicuy.

Sin embargo, plantas sometidas a 800ppm (nivel alto de estrés) no lograron sobrevivir todo el
experimento. Esto se atribuye a que no lograron la suficiente biomasa para poder sobrevivir los
meses de mds calor, hubo un notorio efecto del cobre en la acumulacién de biomasa, altura y
numero de hojas fotosintéticas, llegando a un 50% de letalidad de la poblacion a una biomasa atn
insuficiente (cercano a 0,02 g en las dos poblaciones). Este efecto negativo del cobre fue igual para
ambas poblaciones, incluso plantas provenientes de Ventanas no presentaron un mejor desempefio
en comparacion a las plantas de Pichicuy. Esta relacion de produccion de biomasa y mortalidad ha
sido descrita también para la hierba perenne Polygonum cuspidatum, muchas plantas no alcanzan a
producir la biomasa necesaria en ambientes estresantes, este efecto se exacerba en estado de
plantula (Maruta 1983).
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Los resultados encontrados en los experimentos de jardin comun concuerdan con lo encontrado en
el trasplante reciproco. De los resultados encontrados en el sitio Ventanas, hubo una baja
germinacion de las semillas (Tabla 3), solo alrededor del 5% logré germinar, y de las plantas que
lograron germinar, s6lo sobrevivieron 30 dias (ambas poblaciones). Por lo tanto plantas
pertenecientes al mismo sitio no tienen un mejor desempefio que plantas provenientes de otros
sitios, no existiria adaptacion local en la poblacion de E.californica en el sitio contaminado, este
mismo efecto negativo sobre el desempefio de plantulas fue encontrado un trabajo de Ginocchio
(1996). Esta alta mortalidad luego de la germinacién también se presentd en un experimento de
trasplante reciproco entre dreas contaminadas y no contaminadas de Mateos-Naranjo et al. (2011)
donde todas las plantulas de la poaceae Spartina densiflora al crecer en suelo con sedimento
contaminado y altamente dcido murieron solo semanas luego de la germinacion, esto lo atribuyeron
a una alta biodisponibilidad de metales toxicos, sin encontrar suficiente evidencia de que S.
densiflora presente ecotipos tolerantes a metales pesados. En cambio, en el sitio no contaminado,
las plantas lograron establecerse, e incluso hubo una mayor supervivencia en plantulas provenientes
de Las Ventanas. Se ha descrito que el mecanismo de tolerancia que poseen algunas plantas esta
asociado a una inversion de recursos en las distintas estrategias que puedan presentar, por lo tanto
cuando estas mismas plantas son llevadas a zonas libres de contaminacién usualmente tienen un
menor crecimiento que las no-tolerantes (Wu & Antonovics, 1978), esto potencia la conclusion que

las plantas de Ventanas no estarian adaptadas localmente.

Los resultados indican que Ventanas es un sitio estresante, pero principalmente para los primeros
estadios de E.californica. Es de conocimiento que el estado de plédntula es considerado el “cuello de
botella” en la historia de vida de gran parte de las especies de plantas, debido al pequefio tamafio
(insuficiente biomasa), limitaciones en aclimatacion, habitat idéneo, e incluso este efecto es

exacerbado frente a eventos estocasticos (Allessio et al. 2008).
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Los resultados evidencian que no existiria una adaptacion local de E.californica en el sitio
contaminado. Para esta especie las condiciones del sitio restringen el potencial de supervivencia de
las plantulas. Esto ademas se demuestra en el experimento de jardin comun, donde hubo un efecto
negativo en todas las plantas expuestas a Cu sin importar el origen de la semilla, esto contrastado
con el mejor desempefio que hubo en el control. La poblacién de E.californica no estaria adaptada
exclusivamente a las condiciones ambientales de Ventanas, presentando importantes limitaciones en
los primeros estadios. Esto no apoyaria lo encontrado por Pefia-Gomez & Bustamante (2012),
donde encontraron que la poblacién de E.californica cercana a la zona contaminada presenta una
tasa finita de crecimiento (A) mayor a 1 (A=1,21), considerada una poblacion en proceso de
crecimiento y sin restricciones demogréficas. Por lo que la persistencia y crecimiento de la
poblacion podria estar siendo explicada por otro fenémeno ecologico o la limitacion en el estado de

plantula no es suficiente como para causar efectos a nivel poblacional.

Una posible explicacion a este suceso podria ser la facilitacioén intra-especifica, siendo este proceso
muy probable, ya que las posibilidades de facilitacién aumentan al no haber procesos de adaptacién

local en la poblacion (Espeland & Rice 2007).

En terreno durante la estacion de primavera, se encontraron reclutas en el sitio de Ventanas solo
alrededor de la “planta-madre”, especialmente sobre la biomasa muerta de esta, en cambio en
Pichicuy no existia este patron, siendo la distribucion de las plantulas azarosas (observaciones
personales). Ginocchio et al. (2004) evaluando la densidad de plantulas en espacios abiertos y en
dos hierbas dominantes (Baccharis linearis y Sphaeralcea obtusiloba) denominadas nodrizas,
encontrd que del total de especies que se establecian en el lugar, gran cantidad de plantulas se
encontraban cercanas a nodrizas, otorgando mejores condiciones microambientales y mejores

condiciones del suelo, considerando que es un sector altamente contaminado.
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En un trabajo de Fajardo & Mclntire (2011) encontraron facilitacion intraespecifica en plantulas de
una especie de Nothofagus, sefialando que esta interaccién puede ser dindmica dependiendo del
grado de estrés del ambiente, ademds le otorgan importancia a este tipo de interacciones
principalmente en ambientes que no son estables o varfan a través de gradientes. Muchas plantas no
tienen éxito en ambientes estresantes, por lo que la facilitacion tendria un efecto positivo en el
desempeno de las plantas, principalmente en especies anuales (Espeland & Rice 2007). Por lo tanto,
un posible mecanismo de resistir y sobrevivir en ambientes contaminados con metales pesados que
estarian utilizando las plantulas de E.californica, seria la facilitacion por parte de su “planta madre”,
pudiendo sobrellevar las condiciones estresantes, sin afectar el crecimiento poblacional de la

especie en ¢l sitio contaminado.
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Anexo 1

l. Dinamica temporal de frecuencia acumulada de germinacion en experimento de jardin
comun

En el experimento de jardin comtn en plantas control no hubo diferencias significativas en cuanto a

la frecuencia acumulada en el tiempo entre ambas poblaciones (K-S non parametric; p<0,10),

aunque hubo una mayor germinacion total en las semillas provenientes de Las Ventanas. En el nivel

1 de contaminaciéon la germinaciéon fue mas uniforme a lo largo del tiempo, tampoco hubo

diferencias significativas entre las poblaciones (K-S non parametric, p>0,10). En el nivel 2 de

contaminacién no hubo diferencias significativas (K-S non parametric; p>0,10).
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Figura. Frecuencia acumulada de germinaciones en el tiempo (dias) de dos poblaciones de Chile central, en control. nivel
| de contaminacidn y nivel 2 de contaminacion.
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Anexo 1

2. Dindmica temporal de frecuencia acumulada de germinacién en experimento de trasplante
reciproco

En la frecuencia acumulada de germinacion en el sitio de Ventanas hubo diferencias significativas

(K-S non parametric; p<0,001) entre las dos poblaciones, al igual que en el sitio de Pichicuy (K-S

non parametric; p<0,001). Existiria un efecto de la contaminacién en cuanto al porcentaje de

germinacion, va que las semillas en ambos casos aumentan su germinacion al estar en un sitio libre

de contaminacion.
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Figura. Frecuencia acumulada de germinaciones en el tiempo (dias) en dos sitios (trasplante reciproco). (A} Sitio Ventanas
(B) Sitio Pichicuy.
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Anexo 2

1. Composicién nutritiva de compuesto comercial utilizado (Phostrogen) en riego de plantas
en jardin comun

Nutriente Contenido

Nitrogeno (NHs-y NOs.) 1%y 12 %

Acido fosforico (P,0s) 10,0 %
Oxido de Potasio (K,0) 27,0 %
Trioxido de Azufre (SO3) 7,5 %

Oxido de Magnesio (MgO) 2,50 %

Hierro (Fe) 0,04 %

Calcio (Ca) < 0,025 %
Boro (B) <0,02 %
Manganeso (Mn) < 0,02 %
Cobre (Cu) 0,0055 %
Zinc (Zn) 0,0055 %
Molibdeno (Mo) 0,0016 %
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