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ABSTRACT

The Puchuncavi valley (central Chile) has been exposed to aerial emissions from the
Ventanas copper smelter. Nowadays, soils in the surroundings are sparsely-vegetated,
acidic, nitrogen-deficient, and metal-contaminated. Their remediation is needed to
reduce environmental risks. Phytostabilization considers the use of plants which are able
to store metals in underground tissues, thus reducing their movement from
contaminated soils to the air and water. The success of the treatment depends on
application of suitable amendments in order to both limit metal solubility in soils and
improve soil conditions for the plant development. We evaluated the effects of liming
and nitrogen fertilization on cotyledon emergence, plant survival, biomass production
and copper accumulation of Oenothera affinis grown in a soil from the Puchuncavi
valley, under controlled conditions. Oenothera affinis is a native Chilean perennial herb,
it is drought resistant, it is easy to propagate from seeds, and it produces a large
biomass. The soil exhibited pH in salt extract of 4.6 and total copper concentration of
800 mg kg™'. Liming decreased Cu concentrations and Cu®" activity in the soil solution,
but did not affect cotyledon emergence. None of the plants survived in non-limed soils,
while plant survival was 100% in the soils with near neutral pH. On the other hand, in
limed soils, nitrogen fertilization did not affect biomass production and increased
copper concentrations in both roots and shoots. It was concluded that liming is
sufficient to improve soil conditions for development of O. affinis in acidic and metal-
contaminated soils, allowing by this mean potential utilization of this species for
phytostabilization.

Keywords: phytoremediation, phytostabilization, Ventanas smelter, metallophyte, bioavailability,
revegetation.

RESUMEN

El valle de Puchuncavi (Chile central) ha sido expuesto a las emisiones aéreas
provenientes de la fundicion de cobre Ventanas. Actualmente, los suelos en las
cercanias de la fundicion presentan una escasa vegetacion, son acidos, deficientes en
nitrégeno y contaminados con metales. Para reducir el riesgo ambiental, es necesario
remediar estos suelos. La fitoestabilizacion considera el uso de plantas capaces de
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almacenar los metales en sus estructuras subterraneas, reduciendo asi su movimiento
desde el suelo contaminado al aire y al agua. El éxito del tratamiento depende de la
aplicacion de enmiendas adecuadas que reducen la solubilidad de los metales en los
suelos y, a la vez, mejoran sus condiciones para el desarrollo de la planta. Se evalud el
efecto del encalado y la fertilizacion nitrogenada sobre la emergencia de cotiledones,
supervivencia, produccion de biomasa y acumulacion de cobre en Oenothera affinis
cultivada en un suelo del valle de Puchuncavi bajo condiciones controladas. Oenothera
affinis es una hierba perenne nativa, resistente a la sequia, facil de propagar a partir de
semillas y que produce una gran cantidad de biomasa. Los suelos presentaron un pH en
sal de 4,6 y una concentracion de cobre total de 800 mg kg'. El encalado disminuy6 las
concentraciones de Cu y la actividad del Cu™ en la solucion del suelo, pero no afectd la
emergencia de cotiledones. Las plantas no sobrevivieron en los suelos no-encalados,
mientras que la supervivencia fue del 100% en los suelos con un pH cercano al neutro.
Por otro lado, en los suelos encalados, la fertilizacion nitrogenada no afectd la
produccion de biomasa y aumento las concentraciones de cobre tanto en las raices como
en los tejidos aéreos. Se concluyd que el encalado es suficiente para mejorar las
condiciones del suelo para el desarrollo de O. affinis en suelos acidos y contaminados
por metales, permitiendo asi la potencial utilizacion de esta especie para la
fitoestabilizacion.

Palabras claves: fitorremediacion, fitoestabilizacion, Fundicidon Ventanas, metalofita,

biodisponibilidad, revegetacion.

INTRODUCCION

ambiente (Salt et al., 1995; Pilon-Smiths,
2004). Esta técnica se define como el uso
de plantas para remover, contener o dejar
en formas inocuas a los contaminantes del

Los suelos de la zona costera de la
comuna de Puchuncavi fueron afectados,
por mas de treinta afios, por las emisiones
atmosféricas provenientes de la Fundicion

Ventanas (Folchi, 2006). Estas emisiones
contenian SO, y material particulado rico
en Cu y otros elementos como As, Pb y
Zn, entre otros (Chiang et al., 1985). Los
suelos actualmente son acidos y presentan
altas concentraciones de cobre y otros
elementos (Ginocchio, 2000; De Gregori
et al., 2003; Neaman et al., 2009). En
consecuencia, los ecosistemas asociados a
estos suelos se encuentran gravemente
deteriorados, lo que se refleja en un
paisaje de aspecto semi-desértico de
escasa vegetacion y evidentes procesos
erosivos (Ginocchio, 2000).

En la busqueda de soluciones para el
problema de suelos contaminados por
metales, la fitorremediacion se perfila
como una alternativa econdmica, de facil
implementacion y amigable con el medio

suelo (Pilon-Smiths, 2004). Dentro de las
técnicas de fitorremediacion, la
fitoestabilizacion  estd  orientada a
inmovilizar los metales en el suelo, sin
removerlos. Para esto, se utilizan plantas
metalofitas excluyentes, es decir, plantas
tolerantes capaces de absorber o adsorber
los contaminantes en las raices, sin
translocarlos a la  parte  aérea
(Cunningham et al., 1995). De esta forma,
la fraccion disponible de los metales, es
decir, aquella susceptible de ser absorbida
por organismos Vivos, se mantiene
inmovilizada, evitdndose la dispersion y
el traspaso de metales a la cadena trofica.
La técnica permite ademas mejorar la
conservacion del suelo y el paisaje al
establecer una cobertura vegetal (Wong,
2003; Méndez et al., 2007).
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Las plantas nativas de los sitios a
remediar son ideales en cualquier proceso
de fitorremediacion, ya que han
desarrollado los mecanismos apropiados
para sobrevivir a las condiciones
climaticas y edaficas de dichos
ecosistemas. Asimismo, el uso de estas
plantas evita la introduccion de especies
que podrian perjudicar ain mas los
ecosistemas ya degradados (Yoon et al.,
2006; Méndez et al., 2007).

Gonzalez et al. (2008) realizaron una
prospeccion de especies metalofitas de
cobre en el sector de Los Maitenes, en la
comuna de Puchuncavi, en la cual se
identificaron 22 posibles especies de
interés. Entre ellas se destaco la especie
nativa Oenothera affinis Cambess (flor de
la oracion). Esta especie es una hierba
anual o perenne (hemicriptofita) (Matthei,
1995), resistente a la sequia, con una alta
resistencia a la contaminacion metalica y
a la acidez del suelo y facilmente
propagable por semillas (Gonzalez et al.,
2008), caracteristicas que se consideran
utiles para los procesos  de
fitoestabilizacion.

La disponibilidad de cobre en los
suelos de Los Maitenes es alta, lo que se
debe a su extrema acidez (pH en KNO; en
el rango de 3,9-5,9, Gonzéilez et al.,
2008). Ademas, los suelos presentan una
clara deficiencia de nitrégeno (Ginocchio,
2000). Estas condiciones provocan que
las plantas que crecen en el sector, a pesar
de su tolerancia, presenten bajos
porcentajes de germinacion, sintomas de
toxicidad y un escaso desarrollo de
biomasa. Este desarrollo deficiente de las
especies que crecen en estos suelos ha
sido corroborado mediante ensayos
preliminares, comparando su crecimiento
con el de plantas que crecen en suelos no
afectados por contaminacion cuprica.

Para mejorar el desarrollo de las
plantas y con ello la eficiencia de la
fitoestabilizacion, es posible adicionar
enmiendas al suelo contaminado, previo

al establecimiento de las plantas. Los
fertilizantes nitrogenados, por ejemplo,
incrementaron  significativamente  la
produccion de biomasa en plantas de
Brassica juncea que se desarrollaron en
suelos contaminados  por  cobre
proveniente de una fundicién, sin
aumentar las concentraciones del metal en
los tejidos aéreos (Wu et al., 2004). Por
otro lado, la aplicacion de cal a suelos
acidos aumenta el pH, provocando la
sorcion del cobre a las particulas del suelo
0 su precipitacion, con lo que su fraccion
biodisponible disminuye (Khan y Jones,
2008; Bravin et al., 2009). Este efecto,
denominado inmovilizacion, disminuye la
acumulacion de metales en las plantas,
mejorando de esta forma su germinacion
y desarrollo (Tyler y Olsen, 2001; Khan y
Jones, 2008).

Debido a los resultados positivos que
la fertilizacion nitrogenada y el encalado
tienen sobre el desarrollo de las plantas en
suelos acidos contaminados con cobre, es
posible suponer que el uso de estas
enmiendas mejorarian el desarrollo de O.
affinis, aumentando asi la eficiencia de la
fitoestabilizacion. Por lo tanto, el objetivo
de este estudio fue evaluar los efectos del
encalado y la fertilizacion nitrogenada
sobre el desarrollo de O. affinis en el
suelo de Los Maitenes, en las cercanias de
la fundiciéon de cobre Ventanas. En este
estudio, el “desarrollo” comprendi6 la
emergencia de cotiledones, supervivencia,
produccién de biomasa y acumulacion de
cobre. Para este fin, se realizaron
ensayos de laboratorio bajo condiciones
controladas.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo y preparacion del suelo

El suelo se colectd en el sector de Los
Maitenes (UTM 268662 E y 6371085 N),
a 3 km al oriente de La Fundicion
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Ventanas en la comuna de Puchuncavi,
Region de Valparaiso (Figura 1). Se
utiliz6 como referencia un suelo no
afectado por la mineria de cobre,
proveniente de Maitencillo, a 11 km al
norte de la fundicion (UTM 272447 E y
6382175 N). Este suelo es comparable al
de Los Maitenes por tener caracteristicas
similares de textura y materia organica
(Cuadro 1). Ambos suelos son paleodunas
estabilizadas (Cosio et al., 2007) y fueron
clasificados como Entisoles (Soil Survey
Staff, 1999). El suelo de Maitencillo se
colectd solamente para corroborar que las
caracteristicas quimicas del suelo de Los

Maitenes eran indicadoras de
contaminacion.
Se colectaron suelos superficiales,

hasta una profundidad de 20 cm. Los
suelos fueron esterilizados con vapor a
70°C durante 40 min para eliminar
semillas viables (Stuckey et al., 2009) y
luego fueron secados en una estufa a
60°C. Posteriormente, el suelo fue
tamizado a 2 mm y homogeneizado en
una betonera recubierta de plastico.

Analisis fisico-quimico del suelo

El cobre total se determind luego de la
digestion del suelo, usando acido nitrico
al 65% 'y éacido perclorico 70%
(adaptacion de Verlinden, 1982).

Para la determinacion de pH, cobre
intercambiable y Cu’? libre en los suelos,
se utilizd6 una soluciéon de KNO; 0,1 M
como extractante (razon suelo:solucion de
1:2,5).

Para la determinacion de cobre total e
intercambiable, se utilizd espectrometria
de absorcién atomica. Se determind pCu "
[pCu’? = -log(Cu™?)], donde [Cu'?] es la
actividad del i6n libre Cu'?), mediante un
electrodo selectivo del i6on Cu. El
electrodo fue calibrado usando soluciones
tampon de 4cido iminodiacético (Rachou
etal., 2007).
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El contenido de materia organica y
concentraciones de nitrogeno, fosforo y
potasio disponibles en el suelo se
determinaron por los métodos de rutina
(Sadzawka et al., 2006). La textura fue
determinada por el método simplificado
del hidrométro (Sheldrich y Wang, 1993).
Para el aseguramiento y control de calidad
de los resultados, se analizé una muestra
de referencia para cobre (PACS-2,
sedimento marino, del National Research
Council of Canada). La diferencia entre el
valor obtenido y el certificado fue menor
al 10%.

Material vegetal

La poblacion de semillas de O. affinis
utilizadas para los ensayos fue colectada
de varios individuos presentes en el sector
de Los Maitenes (UTM 268662 E;
6371085 N, Figura 1). En un ensayo
preliminar realizado en placa Petri, se
evalu6 la emergencia potencial de los
cotiledones de las semillas. Durante 15
dias, se evalud diariamente la emergencia
de los cotiledones. El dia 6, se observo
una emergencia de cotiledones de un
5249,4% y al dia 12 del ensayo la
emergencia alcanz6 un maximo del
71+13,3%.

Emergencia de cotiledones de O. affinis
en suelo encalado

Se prepararon sustratos mezclando el
suelo de Los Maitenes previamente
esterilizado 'y homogeneizado con
distintos porcentajes de Ca(OH);: t,=0%
(peso/peso), t,=0,05%, t,=0,1%, t;=0,2%,
t4,=0,3% y t:=0,5%. Se utiliz6 Ca(OH),
como enmienda, al igual que en otros
estudios (por ejemplo, Neaman et al.,
2009; Stuckey et al., 2009), ya que tiene
una reaccion alcalinizante mas rapida que
el CaCO;. Los sustratos se dejaron
reaccionar por 30 dias en un contenedor
sellado en el fondo, humedeciéndolos con
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Figura 1. Ubicacion de los sectores de muestreo de suelos y semillas.

Figure 1. Location of the soil and seed sampling sites.

agua destilada hasta obtener pasta
saturada y mezclandolos cada semana,
para luego secarlos a 60°C. Finalmente, a
todos los sustratos se les determiné el pH,
Cu intercambiable y pCu'.

En los sustratos preparados, se
sembraron 10 semillas en contenedores
con 120 g de suelo. Se establecieron 6
repeticiones para cada tratamiento.

Los contenedores se mantuvieron en
una camara de crecimiento, con
temperatura  constante de  23+1°C,
luminosidad de 1595+ 392 lux, radiacion
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fotosintéticamente activa de 380 a 390
umol/m*/s y 16/8 horas de luz/oscuridad.

Se determino la capacidad de retencion
de agua (CRA, ISO 2005). La humedad
del suelo se mantuvo aplicando agua
destilada cada 3 dias, para llegar al 70%
de la CRA.

Las wunidades experimentales se
distribuyeron al azar dentro de la camara.
El ensayo tuvo una duracion de 12 dias
(en base a resultados de ensayo
preliminar), periodo en el cual se evalud
diariamente la emergencia de cotiledones
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en cada tratamiento. La determinacion de
las diferencias estadisticas entre los
tratamientos se realizd mediante analisis
de varianza y test de Tukey con una
confianza del 95%.

Efecto del encalado y la fertilizacién
nitrogenada en el desarrollo de O.
affinis

Se prepararon sustratos utilizando el suelo
de Los Maitenes, a los cuales se les aplicd
nitrato de amonio y/o cal estableciéndose
tres  tratamientos:  t;=control  (sin
enmiendas), t,=Ca(OH),, t,=NH;NOs,
t;=Ca(OH),+NH4NO;. El porcentaje de
Ca(OH), aplicado al suelo fue de 0,2 %
de Ca(OH),, en base a los resultados del
ensayo anterior (se explica en
Resultados). La dosis de nitrato de
amonio (producto comercial Nitromix,
33% de N) fue de 43 mg del producto por
kg de suelo, la cual se calculd
determinando la diferencia entre una alta
concentracion de N en un suelo agricola
(40 mg kg'; Ruiz, 2001) y la
concentracion de N disponible en el suelo
muestreado (24 mg kg™, Cuadro 1).

Los sustratos utilizados se prepararon
de la misma forma mencionada en el
ensayo anterior. Luego se les determind
pH, N disponible, pCu” y Cu
intercambiable. Posteriormente, se
llenaron contenedores de 1,5 L con 1,3 kg
de sustrato, en los cuales se transplantaron
4 plantulas de O. affinis previamente
germinadas en placas Petri. Cada
contenedor se consideré6 como una unidad
experimental 'y se realizaron 6
repeticiones por tratamiento.

Los contenedores se mantuvieron
durante 60 dias en una camara de
crecimiento en las condiciones antes
mencionadas, modificandose solamente el
rango de  temperatura  (16/22°C,
dia/noche). La distribucion del ensayo en
la camara fue completamente al azar. El
riego se realizd con agua destilada cada

dos dias manteniendo el 70% de la CRA
del suelo. A los 60 dias, se determiné la
supervivencia de las plantas.
Posteriormente, se cosecharon las plantas
de cada contenedor, separando tejidos
aéreos y raices. El material vegetal fue
lavado con agua potable, luego en una
solucion de HCI 0,1 M y agua destilada,
para remover las particulas de suelo
adheridas al tejido (Tang et al., 1999;
Poschenrieder et al., 2001). Las muestras
fueron secadas en estufa a 70°C por 48
horas y luego se les determiné la biomasa
aérea. Finalmente, las muestras fueron
trituradas en molino de acero y
calcinadas, para posteriormente
determinar la concentracion de cobre
mediante espectrometria de absorcion
atomica (Sadzawka et al., 2007). Se
determind ademdas la concentracion de
nitrogeno por método de rutina
(Sadzawka et al., 2007).

Para el aseguramiento y control de
calidad, se wutilizO6 una muestra de
referencia para cobre (tomate 1573a del
National Institute of Standards and
Technology). La diferencia entre el valor
obtenido y el certificado fue menor al
10%. Las diferencias estadisticas entre
tratamientos, para las variables analizadas
en suelos y material vegetal, se
determinaron  mediante  analisis  de
varianza y test de Tukey, con una
confianza del 95%.

RESULTADOS

Propiedades fisico-quimicas de los
suelos estudiados

La alta concentracion total de cobre en el
suelo de Los Maitenes, en comparacion
con el suelo de referencia de Maitencillo
(Cuadro 1), indica que existe un impacto
de la  Fundicion Ventanas. La
concentracion de cobre intercambiable
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Cuadro 1. Caracteristicas quimicas de los
suelos estudiados. Se presentan los
promedios y desviaciones estandar de las
variables analizadas. Concentraciones
estan expresadas en peso seco.

Table 1. Chemical characteristics of the
studied soils. Average and standard
deviations of analyzed variables are
given. Concentrations are expressed on a
dry basis.

Variable Los Maitenes  Maitencillo
Cu total (mg kg ™) 80011 60+1,7
Cu intercambiable (mg kg™) 160,10 0,18+0,02
pCu™ 4,740,003 8,0+0,56
pH 4,6+0,01 5,540,22
N disponible (mg kg™ 24+0,56 17+0,79
P disponible (mg kg'l) 88+ 1,6 148+6,9
K disponible (mg kg™ 179+ 1,6 130+0,34
Pb total (mg kg™) 103+6,2 290,43
Zn total (mg kg™) 22049,2 85+0,72
Materia organica (%) 2,3+0,13 2,1+0,43
Arena (%) 82 89
Limo (%) 10 6
Arcilla (%) 9 5

es alta, en comparaciéon con otros suelos
contaminados con cobre de la region
(0,47 mg kg en el valle de Catemu;
Avila et al., 2007) y en comparacion al
suelo de Maitencillo. El1 pCu** en el suelo
de Los Maitenes es bajo, es decir, la
actividlad del ion Cu” es alta en
comparacion a otros suelos contaminados
por cobre de la region (por ejemplo, 7,9
en el valle de Catemu; Avila et al., 2009)
y en comparacion al suelo de Maitencillo.
El Cu™ corresponde a la fraccién mas
toxica de cobre en el suelo; por lo tanto
una alta actividad implica una mayor
toxicidad (Sauvé et al., 1997). El pH
indica que el suelo es muy acido (segln la
clasificacion de la Junta de Extremadura,
1992). La concentracion de N disponible
en el suelo es baja, aunque las
concentraciones de fosforo y potasio
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disponibles son normales (segun Ila
clasificacion de Rodriguez 1992 y Ruiz
2001). Las concentraciones totales de Zn
y Pb en el suelo estin bajo las
concentraciones maximas aceptables
segun normativas internacionales (por
ejemplo, 300 mg kg para ambos metales
segun el Council of the European
Communities, 1986). Sin embargo, son
altos comparados con las concentraciones
en el suelo de Maitencillo (Cuadro 1).

Emergencia de cotiledones de O. affinis
en suelo encalado

El pH de los suelos de Los Maitenes
aumento proporcional y signi-
ficativamente con la dosis del encalado en
los distintos tratamientos, lograndose un
pH neutro con la dosis de 0,2% (Cuadro
2). El aumento del pH provocé un
aumento significativo del pCu™, lo que
indica que la actividlad del Cu®
disminuyd. Esta disminucion se debe a la
competencia entre protones y iones libres
de Cu' por los sitios de adsorcion en la
fase solida del suelo (McBride, 1994). Al
disminuir las concentraciones de protones
en la solucion, aumenta la adsorcion de
Cu'?, disminuyendo su actividad.

El aumento del pH también causo6 la
disminucién significativa de la
concentracion de cobre intercambiable en
los sustratos, aunque no hubo diferencias
significativas entre todos los tratamientos
(Cuadro 2). A partir de la dosis de 0,1%
del encalado, el cobre intercambiable fue
similar entre los tratamientos. Esto se
debe al aumento en la solubilidad de la
materia organica por sobre pH 6
(Ashworth y Alloway, 2008).

La materia organica disuelta se
compleja facilmente con el cobre,
formando compuestos estables (Tack y
Verloo, 1995). A causa de esto, en
general el Cu intercambiable es bajo
en suelos neutros, pero aumenta tanto
en suelos acidos como  basicos,
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Cuadro 2. Caracteristicas quimicas de los
sustratos utilizados en el ensayo de
emergencia de cotiledones. Se presentan
los promedios y desviaciones estandar de
las variables analizadas. Letras distintas
en la misma columna indican diferencias
significativas entre los tratamientos
(p=<0,05).

Table 2. Chemical characteristics of the
substrates used in the cotyledon
emergence test. Average and standard
deviations of analyzed variables are
given. Different letters in the same
column indicate significant differences
between the treatments. (p<0.05)

Ca(OH), pH pCu Cu intercambiable
% mg kg™
to=0 4,540,082 4,7+0,24 a 16,242,47 a
t,=0,05 53+0,08b 53+0,05b 4,141,49b
t=0,1 6,0£0,04 ¢ 6,2+0,05 ¢ 1,7+0,24 be
t3=0,2 6,9+0,05d  7,6+0,07 d 1,0£0,15 ¢
%=0,3 7,540,03 ¢  8,7+0,05 ¢ 1,4+0,14 ¢
ts=0,5 8,5+0,09 f 10,2+0,08 f 2,7+0,50 be

exhibiendo una forma de U en una
relacion de pH versus solubilidad de Cu
(McBride 1994, Ashworth y Alloway
2008).

No se observd un efecto significativo
del pH del sustrato sobre el porcentaje
final de emergencia de cotiledones en O.
affinis al dia 12 (49+14,7%, p=0,81). La
dosis de 0,2% logré un 30% de aparicion
de cotiledones en un promedio de 5,6
dias, tiempo menor al necesario en otras
dosis, por ejemplo 8,3 dias en el control
(Figura 2). Sin embargo, las diferencias
entre tratamientos no fueron significativas
(p=0,11).

Se selecciono la dosis de 0,2% para el
siguiente ensayo, debido a que con esta
dosis se alcanza la neutralidad del suelo.
A mayores dosis de encalado es posible
que la planta presente deficiencias de
hierro y/o zinc debido a la baja

disponibilidad de estos elementos en
suelos alcalinos (Navarro y Navarro,
2003).

Efecto del encalado y la fertilizacion
nitrogenada sobre el desarrollo de O.
affinis

Como resultado de la aplicacion de la
dosis de 0,2% de cal al suelo, el pH en los
suelos de los tratamientos de Ca(OH), y
Ca(OH),+NH;NO;3; aumenté a valores
cercanos al neutro (pH 6,7, Cuadro 3). En
los tratamientos NH4NO; y
Ca(OH),tNH4NOs, la concentracion de
nitrogeno disponible aumentd respecto al
control y alcanz6 valores considerados
como altos (> 40 mg kg'; Ruiz, 2001;
Cuadro 3).

Luego de 60 dias desde el inicio del
ensayo, las plantas no sobrevivieron en
los tratamientos control y NHyNO;,
mientras que en los tratamientos
Ca(OH),+NH4NO; y Ca(OH), se observo
un  100% de supervivencia. En
consecuencia, no fue posible diferenciar
estadisticamente los efectos de todos los
tratamientos sobre la planta, sino
solamente las diferencias entre los
tratamientos Ca(OH), + NHyNO; vy
Ca(OH),. Entre estos tratamientos, no se
encontraron  diferencias  significativas
respecto a la produccion de biomasa de O.
affinis.  Sin embargo, se observaron
diferencias significativas entre estos dos
tratamientos en  relacion a las
concentraciones foliares de cobre y
nitrogeno (Cuadro 4).

En el tratamiento Ca(OH), + NH4;NO;,
se observdo un aumento de Ila
concentracion de nitrogeno en la planta,
en comparacion al tratamiento con
Ca(OH), (Cuadro 4). Esto era esperable
por la mayor disponibilidad del elemento
en el suelo. Sin embargo, el aumento de N
foliar no gener6 un aumento significativo
de biomasa, al contrario de lo reportado
por Wu et al. (2004) en
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Figura 2. Efecto de la dosis de encalado sobre el tiempo necesario para lograr un 30%
de emergencia de cotiledones de O. affinis. Las barras verticales representan la
desviacion estandar de las medias.

Figure 2. Effect of lime concentration on the time required to obtain a 30% of
cotyledon emergence of O. affinis. Vertical bars represent the standard deviation of the
means.

Cuadro 3. Caracteristicas quimicas de los sustratos utilizados para ensayo de desarrollo
de O. affinis. Se presentan los promedios y desviaciones estandar de las variables
analizadas.

Table 3. Chemical characteristics of the substrates used in the O. affinis development
test. Average and standard deviations of analyzed variables are given.

Tratamiento pH pCu Cu intercambiable N disponible
mg kg™

Control 4,6+0,01 3,4+0,003 19+0,10 24+0,6

Ca(OH), 6,6+0,02  6,4+0,05 1,5+0,12 24+1,1

NH4NO; 4,7+0,09 3,440,001 21+0,41 51+6,2

Ca(OH),+*NH4NO; 6,6+£0,01 6,8+0,01 1,3+0,51 42428
ensayos similares utilizando Brassica unir repeticiones. A nivel foliar, se obtuvo
juncea. Los posibles motivos de esta una concentracion de cobre
diferencia se discuten a continuacion. significativamente =~ mayor en el

La concentracion de cobre en las raices
fue mayor en el tratamiento
Ca(OH),+*NH4NO; en comparacion con el
tratamiento Ca(OH),, aunque esto no se
pudo comprobar estadisticamente, debido
a que la poca muestra obtenida obligd a

tratamiento Ca(OH), + NHyNO;, en
relacion a Ca(OH),.

El aumento de la acumulacion de cobre
en raices y tejidos aéreos puede deberse a
un transporte conjunto del N y el Cu en la
planta, tal como lo observaron Jarvis
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(1984) y Fernandez y Henriquez (1991).
Estos autores proponen que existen
compuestos solubles de nitrégeno que se
forman dentro de las raices en presencia
de cobre, los que sirven como agentes que
facilitan el transporte activo del metal
hacia el interior de la raiz. Estos
complejos son aminoacidos proteicos
como la histidina y la nicotianamina (Liao
et al., 2000; Pilon-Smiths, 2004).

Una vez dentro de las raices, el cobre
es complejado por otros compuestos
denominados  “chaperones” (carriers),
entre los que se encuentran las proteinas
denominadas metalotioneinas y
fitoquelatinas. Estos “chaperones”
transportan el cobre hacia los tejidos
aéreos en una molécula que impide el
dano celular (Liao et al., 2003; Sharma y
Dietz, 2006). En consecuencia, una
mayor absorcion de cobre a nivel
radicular, gracias a la presencia de los
agentes  facilitadores, tiene = como
consecuencia una mayor concentracion
de cobre a nivel foliar, gracias a la
accion de  los “chaperones” que lo
transportan a los tejidos aéreos. Por
otro lado, es posible que la mayor

Acumulacion de cobre ligada a la mayor
acumulacion de N en el tratamiento
Ca(OH),*NH4NO; haya generado un
efecto antagénico entre el aporte
beneficioso de nitrogeno y el exceso de
cobre producido por el transporte
conjunto de ambos elementos. Esto
explicaria el porqué no se observd un
aumento de la biomasa en el tratamiento
con nitrégeno.

Se observa en ambos tratamientos que
la concentracion de cobre en los tejidos
aéreos es entre 7 a 9 veces menor que en
las raices, siendo la concentracién en la
biomasa aérea muy similar a los valores
en una planta normal (3-20 mg kg';
Gupta y Gupta, 1998), lo que es deseable
para la fitoestabilizacion. En un ensayo en
terreno en el sector de Los Maitenes
(datos no publicados), en suelos con
concentraciones de cobre, textura y pH
similares a los del presente ensayo, se
transplantaron plantulas de O. affinis al
suelo sin ninguna enmienda, para
cosecharlos luego de dos meses de
cultivo. El analisis de cobre foliar de las
plantas arroj6 una concentracion de
424+112 mg kg™

Cuadro 4. Efecto del encalado y la fertilizacion nitrogenada sobre la produccion de biomasa
y concentraciones foliares de Cu y N en O. affinis. Se presentan los promedios y
desviaciones estandar de las variables analizadas Se presentan los promedios y desviaciones
estandar de las variables analizadas. Se indica el nivel de significancia para cada una de las

variables.

Table 4. Effects of liming and nitrogen fertilization on the biomass production and shoot
concentrations of Cu and N in O. affinis. Average and standard deviations of analyzed
variables are given. Significance level is indicated for each variable.

Tratamiento Biomasa Cu foliar Cu raiz N foliar
g mg kg™ gkg®

NH,NO;+Ca(OH), 1,79+0,30* 44+4 6** 398+£58%*** 1742, 7%*

Ca(OH), 1,51+0,20* 38+2,3%* 280478%** 5,0:£0,7%*

*p>0,05; **p<0,05; *** No fue posible realizar analisis estadisticos debido a que se debieron
unir las repeticiones por la poca masa de la muestra, obteniéndose solo dos réplicas para el

analisis.
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Si bien los ensayos no son directamente
comparables, estos datos indican que el
encalado permitid disminuir la
acumulacion de cobre en la planta en
relacion al suelo sin enmiendas. Esta
observacion es consecuente con la
disminucion de la concentracion de cobre
intercambiable y la actividad del ion Cu™
que se observa en los suelos de los dos
tratamientos encalados (Cuadro 3). En
consecuencia, es posible afirmar que O.
affinis es util para la fitoestabilizacion,
siempre 'y cuando se utilice en
combinacion con una enmienda calcérea
que permita disminuir las fracciones
biodisponibles de cobre en el suelo.

CONCLUSIONES

La aplicacion de Ca(OH), a los suelos de
Los Maitenes disminuy6 las
concentraciones de Cu y la actividad del
Cu'? en la solucién. Sin embargo, esto no
afecto el tiempo ni el porcentaje de
emergencia de cotiledones. Las plantas no
sobrevivieron en los suelos no encalados,
observandose por el contrario un 100% de

supervivencia en los tratamientos
encalados.
En los suelos encalados, la

fertilizacion nitrogenada aumentd la
concentracion de nitrogeno foliar, pero no
tuvo efectos sobre la produccion de
biomasa foliar de la planta. Por otro lado,
la fertilizacion nitrogenada aumentd las
concentraciones de cobre en raices y en
tejidos aéreos, lo que no es deseable para
la fitoestabilizacion. En consecuencia, la
aplicacion de cal es un tratamiento
eficiente y suficiente para mejorar las
condiciones del suelo para el desarrollo de
Oenothera affinis en suelos acidos y
contaminados por metales, permitiendo
asi la potencial utilizacion de esta especie
para la fitoestabilizacion.
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