Universidad Nacional de San Juan
Facultad de Ciencias Exactas Fisicas y Naturales
Doctorado en Ciencias Biologicas

Tesis Doctoral

Evaluacion del potencial fitorremediador deespecies
nativas delMonte sanjuanino en suelos con residuos de

una mina de oro

Lic. Tatiana Belén Heredis

San Juan 2024



Universidad Nacional de San Juan
Facultad de Ciencias Exactas Fisicas y Naturales
Doctorado en CienciasBiologicas

Tesis Doctoral

Evaluacion del potencial fitorremediador de especies
nativas del Monte sanjuanino en suelos con residuos de

una mina de oro

Autora;: Director:

Lic. Tatiana Belén Heredia Dr. Gonzalo Roqueiro

San Juan 2024



El preente trabajo sdeévo a caban la Estacion Experimenta
Agropecuaria San JUanEEA San Juan INTA

INTA

Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria
Argentina



Tribunal evaluador:

Dra. Maria Julietegsalazar(IMBIV -CONICET-UNC)

Dra. Laura de Cabo (MACNBRONICET)

Dra. Verénia Pérez Chaca (Fac.u@nica, Bioguimica y Farmacia
UNSL)



Agradecimientos

Gracias RCONICET yla UNSJ porotorgarmeunabeca doctoral que pertid mi formacion

de posgradoA la UNSJ por los fondos de proyectos otorga@@€ITCA y PROJOVI). Al
proyectoPhy2Climatepor los fondos que permitieron financiar gran parte de este trabajo
intercambiar conocimientos y experieaicon profesionales aéros paisesAl INSEMI por
poner a disposiciola infraestructura para realizar los ensagoinvernaderoAl INQUISAL

y a PabldPateca

Un agradeciemientonuy especial a la EEA Saluan INTA, no solo por la infraestructura,
equipamiento y financiamiento aportado que permitieron que elnpeesabajo sea posible,
sino tambien por las personas que lo integran, directivos y compafieros de trabajo, que
hicieron parte de estalidafamilia desdeel inicio. La EEA San Juan me permitié incorporar
conocimiento acerca de diferentes tematicas, generar lazos con otras institydimnmesr
parte de un grupo de trabaf@olo tengo palabras de gratitud cuando me toca referirme a es

hermos institucion.

Inmensamente agradecida a mi querido director Gonzalo, por el acompafiamiento y por h:
enriquesido mi formacion mas alla de las cuestiones académicas. Gracias a mi co directc
beca Briangstaré eternamente agradecida por tu compromiso constante. @rgcigs de

trabajq Dani, Pedro y SilviGracias Anto por la mano enrome que me diste con los ensayo
Gracias a Maria Inés y Hernan por abrir las puertas de sus laboratorios y realizs quoe

enriguesieron este trabaj@racias a Silvana y a la SAF por ayudarnos a integrarnos con |
comunidad de La Plant&racias a los compaferos y comparieras becarias actualmente amic

por el hermoso grupo de catarsis construido.

Gracias a mi familia, madrgabuelos y a mbello compafierale vida



Dedico este trabajo a mi
madre, inspiradora de
responsabilidad, perseverancia
y compromiso



Resumen

El avance acelerado de la contaminaciéon ambiental producto de las actividades antropice
una de las principales preocupaciones de los ultimos bfi®sinas metaliferas abandonadas
dejan residuosompuestos pametales y metaloides. Los metal(oid)ebsmcumulan en los
diferentes niveles de la cadena tréfica alterando el funcionamiento de los ecosistengas Yy pc
en riesgo la seguridad alimentai&an Juares unadelas provinciasnas importantes tipais

en eldesarrollo dda industriaminera En lalocalidad de La Plant&Caucete San Juanse
encuentra una mina de oro abandonddade los residuos han afectado grensuperficie de
suelo El objetivode esteestudio fueidentificar especies vegetales nativas remediadoras d
suelos contaminados reoesiduos mineros y estudiar los mecanismos fisiolégicos implicados
con el fin de generar alternativas de remedia@idsitu, contribuyendo a la restauracion de
sistemas aridosSe realizé una caracterizacion del adeh pasivo minergy se evalué el
potencial bioacumulador de las especies presentes en la zona. Con las especies identificac
realizaron ensayos de exposicion al residuo minero y con el agregado de enmiendas dut
una etapa aguda y crénica. Se evaluaron variables fisioldgicas, bioquimicas-anabdimica.
Como resultado se obtuvo queseklo presente en la zona del pasivo mitierte elevadas
concentraciones d&s, Cu, Cd y Znencontrandose por encimalds niveles guia establecidos
para uso residendig agricolapor laLey Nacional 24.051Se identificaron &rosopis flexuosa
Bulnesia retamalarrea cuneifoliay Plectrocarpa tetraanthacomo bioacumuladorage As,

Cu, Cd y ZnNinguna deds cuatro especiassbreviviédurante la germinacion y los primeros
estadios de desarrolen sustratogon unaproporcion mayor la25 % de residuo minero.
Mientras que con la aplicaciébn de enmiendas se logré una supervivencia dél d®@os
individuos de las cuatro especie€on estos resultados se puede decir que es posible |

aplicacion de estrategias de remediacion utilizando las especies nativas estudiadas a partir



mejora de las caracteristicas del suelo con la aplicacion de dolomita y coropost
enmiendas.

Palabras claves: metal, biodisponibilidad bioacumulacion, suelo contaminado mina

abandonada, estrés oxidativo, enmiendassistemas aridos, fitotoxicidad, restauracion



Abstract
One of the main concerms recent yearss theincreasingenvironmental pollutiortaused by
anthropogenic activities. Abandoned metalliferous mines leagtecomposed of various
metals and metalloids. Methl{d)s may bebioaccumulaté at different levels of the trophic
chainthatalter the ecosysterunctioning andendangdood security. San Juan is one of the
most importantArgentineprovinces for the devepmment of the mining industrylhere is an
abandoned gold mina La Planta towiCaucete, San Jupwhereits miningwaste has affected
a significant area of soil. The objective of thectoral thesisvas to identify native plant species
to remediate sad contaminated with miningvasteand study thie involved physiological
mechanisms in order f@anin situ remediation alternatives, contributing to the restoration of
arid ecssystems. Aphysicochemicatharacterization of the mining waste was carriedamok
the bioaccumulabin potential of the species present in the area was evaligdeds othe
seleced speciesvere collected andcute and chroniexposure tests were carried out wéthd
without the addition ofsoil amendmentgdolomite and compoktPhysiological, biochemical
and morpheanatomical variables were evaluated. As a resultfremil the mining waste area
has high concentrations of As, Cu, Cd and Zn, which are above the guide levels establishec
residential and agricultural ud®y the ArgentineLaw 24,051. Prosopis flexuosaBulnesia
retama Larrea cuneifoliaandPlectrocarpa tetracanthavere identified as bioaccumulators of
As, Cu, Cd and Zn. None of the four species survored proportiorsoil greater than 2% of
mining wasteduring the acute and chronic expostegimes. However, the application il
amendmentsllowed reachind. 00 % plant survival of the fourtestedspeciesin conclusion,
the applicatiorof a combination ofemediation strategies using the native spefc@® arid
environmentsand amendmentamprove soil properties and enhance the phytoextraction

capacity of metal(loid)s
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amendments, oxidative stress, arid environment, phytotoxicity, restoration.
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Abreviaturas y Acronimos

Lc Larrea cuneifolia

Br Bulnesia retama

Pt Plectrocarpa tetracantha

Pf Prosopis flexuosa

S1 Sitio 1

S2 Sitio 2

lgeo indice degeoacumulacion

FC Factor decontaminacion
Cdeg Grado decontaminacion

CE Conductividad eléctea

MO Materia organica

RAS Relacion desbsorcion desodio
C/N Relacion carbonaitrogeno
T™MG Tiempo medio dgerminacion
IT™™ indice de tolerancia metales
IG indice de germinacion

CAT Catalasa

POX Guaiacol peroxidasa

IT indice de tincién

APX Ascorbato peroxidasa

MDA Malondialdehido

NBT Nitroblue tetrazolium

TBA acido tiobarbitarico

TCA acido tricloroaceético

Cl; Clorofila total

Cla Clorofila a

Clp Clorofila b

DDG Dias después de la germinacion
EROs Especies reactivas del oxigeno
02" Anion superdéxido

EDX Energia dispersiva de rayos X

MEB Microscopio electrénico de barrido



MO Microscopio ¢otico

UFC Unidades formadoras de colonias

DE Dias de exposicion

Nd No detectado

LOEC de su sigla en inglékpwest Observed Effect
Concentration

NOEC de su sigla en ingléblo Observed Effect Concentration

CI50 Concentracion inhibitoria 50

DB Diametro de la base del tallo

As Arsénico

Cu Cobre

Cd Cadmio

Zn Zinc

Pb Plomo

N Nitrégeno

P Fosforo

K Potasio

FT Factor de Traslocacion

FBA Factor de Bioacumulacion

TEA Trietanolamina

DTPA Acido dietilentriaminopersacético

ICP-MS Espectrofotdmetro de masas

HNO;3 Acido nitrico

HF Acido fluorhidrico

H20z Peroxido de hidrégeno

To 0 % de suel@ontaminado

T1 1 % de suelo contaminado

T1o 10% de suelo contaminado

Tas 25% de suelo contaminado

Tso 50 % de suelo contaminado

T70 70% de suelo contaminado

T100 100% de suelo contaminado

TR Tratamiento de referencia



TE
ACP
ANOVA
LRE
LHE
LHC
SGE
SGC
LRC
CP
DE
EE
Abs

Tratamiento comnmiendas

Andlisis de componentes principales

Analisis de la varianza

Longitud de la radiculareel tratamiento de exposicidon
Longitud dé hipocotiloen el tratamiento de exposicion
Longitud dé hipocétiloen eltratamiento control
Semillas germinadam el tratamiento de exposicion
Semillas germinadam el tratamiento control

Longitud de la radiculareel tratamiento control
Componente principal

Desvio estandar

Error estandar

Absorbancia
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1.INTRODUCCION

El avance acelerado de la contaminaciéon ambiental producto de diversas activida
antropicasse ha convertido en una des larincipales preocupaciones ttes uGltimos afios
(Jeyakumar et al., 2023).os metal(oid)es presentes en el ambiente pueden setges o
natural, ya que son constituyentes de rocas, sin embargo, el principakapeterado pdas
explotaciones minerg8ader et al., 2019).a mineriaes una de las actividades quatribuye
mas fuertemental deterioroambiental yha generadda pérdida progresiva de una enorme
superficie de suelo a escala mungdadéctando los suelos productivos y poniendo en riesgo |
seguridad alimentariéSivarajasekar et al., 2018; Awa and Hadibarata, 2020a de las
consecuencias es la pérdidaalbiodiversidagdcompactacion del suelo y salinizaciémgque
se traduce en una desestabilizacion desistemgHasan et al., 2019Esto se debe a que los
residuos mineros presentanoalnhivelesde metales y metaloides. Estos elementos no sor
biodegradabkepor lo que permanecem el ambientg pueden ser trasferidos a difeiesseres
vivos a través de la cadena trofica, siendo el hombre el Ultimo eslabdn y el mas graveme

afectadqSivarajasekar et al., 2018)

Los desechos mineros compuestos por rocas estériles, metales y quimi
antropogénicos,os depositados de manera inadecuadalentorno minerofavoreciendo la
erosion y liberacion gradual de metal(oid)es al ambi@Peelatti et al., 2021)Los residuos
mineros tambiénse caracterizapor poseer un pH acidoMus zy EGs ka and L
Estos containantes al interactuar con los componentes del suelo experimentan una serie
cambios fisicos, quimicos y biolégicos, inclugemprocesos como adsorcion, comjdagion,
precipitacion y sustitucidrna vez que se disocian en iones al disolverse enfagunan parte
del complejo de intercambiguedando disponibles para ser absorbidoopganismos vivos

como plantas, hongy bacteriagbiodisponibilidadYAmaro Espejo et al., 2020)



Existen metal(oid)eguedesempefian un rol importante en el crecimiento y desarrolic
de las plantas, como ebbre (Cu)niquel (Ni), manganeso (Mny zinc (Zn). Estos elementos
reciben el nombre de micronutrintesencialey estan involucradosn porcesositalescomo
la fotosinesisy la transcripcion del ADN(Sheoran et al., 20165in embargo, &levadas
concentracionepuedencausa fitotoxicidad yafecta el crecimiento de los organismos vivos
(Nedjimi, 2020) Mientras qudos metal(oid)es no esenciales puededucir toxicidada bajas
concentraciones, por ejemplel arsénico As), el cualse asocia a efectaversosen el
crecimiento y reproducciovegetal(Ronzan et al., 2018).a presencia de metal(oid)es &n
suelo en concentraciones por encima Idedptimo para el desarrollo vegetal puede
desencadenar la produccion Bepecies Reactivas del Oxigeno (ER@fctando al normal
funcionamiento de la célula y generando dafo de las diferentes estructuras végetalet

al., 2019)

La absorcion de estos elementos téxicos por parte de diferentes organismos viv
depende de sdisponibilidad Esta disponibilidad esta sujetdaacomposicion quimica del
residuq el tamafio de las particulasag condiciones climaticas del sitio donde se encuentran
La movilidad y disponibilidad de los metal(oid)es dependen de algunas deopiesiades
comola concentraciory la forma quimicay de algunagaracteristicas deluslo, como pH,
contenido de materia organica, granulometria y potencial i@tlarg et al., 2017)De esto

dependendlas consecuencias de su presencia sobre los seres vivos.

Dada la alarmante situacion que se vive a nivel murdiatespecto al avance de la
contaminacion sobre diferentescursoqsuelo, agua y aire) es que ya hace algunos afios, s
han comenzado implementar estrategias de remedi&aéam ello, risten diversas estrategias
fisicoquimicas deremediacién las cuales incluyen el lavado de suelo,vitificacion,
incineracion(Yan et al., 2020; Oladoye et al., 2023)n embargo, estas estrategraplican

una gran invesiéon econémica, no se menaplicar a grandes superficjas son eficientes
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cuando la contaminacion es baja y genarambios irreversibles en las propiedades fisico
quimicas y biolégicas del suglbalCorso et al., 2019; Yan et al., 2020; Wei et al., 20P®y

lo tanto, es que en los ultimos tiempesan comenzado a desarrodamplementaestrategias
de remediacion econémicamente mas rentables, socialmente madascgpraigables con el

ambientecomo b es lafitorremediacionSun et al., 2021)

La fitorremediacién consiste en el uso de platdss microorganismos del suelo
asociadoscon la finalidad deeducir la concentracion o toxicidad de contaminaetesl
ambientecomo los metal(oid)egue sorresiduos de la industria mingiRobinson et a) 1997;

Ali et al., 2013) Esto es posible gracias a la capacidad que tienen las plantasrpavar,
transferir, estabilizar, concentrardestruir contaminantes (organicos e inorganicos) del suelc
(Ghori et al., 2016)Uno de los objetios de la fitorremediacion es emplear las especies
vegetales presentes en la zona a remediar para su resta(i@ciénal., 2015; Ghori et al.,
2016; Li et al., 2023Permitiendo de esta manewa, menor gasto econémico y energético. La
implantacion de diferentes individuos vegetalestivos posibilita la descontaminacion,
previenela erosion ya dispersion de contaminanten el suelo. La revegetacion evita que los
contaminantes afectenayoressuperficiesy permite laregeneraion dela flora y fauna nativa

a través de procesos de sucesion ecoldgiazt al., 2023)

Existen diferentes tipos de fitorremediacion, entre tpsge se encuentra la
fitoestabilizacion, la cual consiste en el uso de plantas para reducir la biodisponibilidad
metal(oid)es en el suelda fitoextraccion, que consiste en la extraccion y remocide
contaminantes del suelo a partir de bioacumulacion de ellos por parte de las, fpdantas
fitovolatilizacién, queconsiste en el uso de plantas que bioacumulen contaminantes del su
y los introduzcan a la atmésfera como compuestéiles vy la fitofiltracion , que permitda
descontaminacién de aguas a partir de la aplicacion de plantas cajmaegsorker

contaminantegSalt et al., 1995; Rafati et al., 2011; Ali et al., 2013; Yan et al., 2629) 1)
3



La aplicacion de estas estrategias dependera de las caracteristicgdadeday su respuesta

a la presencia de contaminantes en el silchas especies toleran elevadas concentracione
de metgloid)es porque restringen su absorcion o translocacién hacia las hojas, lo que
permite mantener concentraciones constantes y relativamente bajas en la biomasa a
independientemente de lanoentracion metalica del suelo en un intervalo amjiccual
constituye unastrategia de exclusio@tras especies absorben los nietd)es activamente
desdeel suelo y los acumulan en formas no tdxicas en su biomasalaeéneal constituye una
estrdegia acumuladora. Mientras qua el caso de las especies indicadoras, la concentracio

metdlica en la planta refleja la del su@aker, 1981)

y ﬁ — Fitoextraccion

Fitoacumulacion
en tallo =

-i? ®) O e Metal(oid)es

Rizofiltracién -

Metal(oid)es

Agua subterrdnea

Fig. 1 Estrategias de fitorremediaci¢Dladoye et al., 2022)

Se han identificado numerosas especies capaces de remediar ambientes contamir
por metal(oid)esEl éxito de la descontaminacion del suelo dependera deadeeuada

seleccién de especies con capacidad de fitorremediar. Particularmente, en un proces
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fitoextraccion, las especies vegetales seleccionadas se deben caracterizarepalta
toleranciaa los efectos tdéxicos por metal(oid)es, alta capacidad extradiacumulacion de
metal(oid)es en los diferentes 6rganos aéreos, rapido crecimiento, alta produccion de biom
adaptabilidad a la condiciones del ambiente a remediar, habilidad paex ere suelos

empobrecidos y alta resistencia a patégégeth, 2012; Ali et al., 2013)

Entre las especies bioacumuladosesencuentran aquellas capaces de acumular mu
altas concentraciones de metal(oid)es edsyanos aéreos, con una relacion >1 respecto a lo:
niveles acumulados en raiz, indicando una traslocacion de elementos a los 6rgandsst&seos
caracteristicas junto cam factor de bioacumulacion > 1lupa alta produccion de biomasa
aérea y radiculadefine a la plantaomo hiperacumuladora&hori et al., 2016)Se han
identificado especies acumuladoras de As, como las pertenecientes al ¢&eeis sp,
(Srivastava et al., 2006; Kalve et al., 2QJdgumuladoras de Cd conRyosopis laevigata
Azolla pinnata (Rai, 2008; Buendi&onzalez et al.,, 2010y acumuladoras de Cu como

Eleocharis aciculari® Ipomoea alpindSakakibara et al., 2011)

La provincia de San Juan se caractepanseruna de las provincias mas importantes
de la Argentina en cuanabdesarrollo déa industriaminera, la cual es favorecigarque gran
parte de su territorio estd ocupado por un relieve montafersoa provincia existe
actualmente85 proyectos de mineria metalifeentre los cualesalgunos se encueniran
produccion, construccién, exploracion y prospec¢®onzalez, 2016)En la localidad de La
Planta departamento Caucefaovinciade San Juarsitio en el cual se lléva cabo el presente
estudio, se encuentra una mol@oro abandonada donde los residuos de la actividad miner
han afectado una importante superficie de s(@iabro et al., 2022).a zona se encuentra
habitada por poblaciones humangsienes viven a escasos metros del pasivo amhidsatal
presencia denetal(oid)esen el suelo no solo puede afectar a las poblaciones vegetales si

también a lasspecies animales que se alimentan de ellas, lo que podria repercutir en la se
5



de las familias que viven en la zona, segun lo reportad@alabré et al. (2022)yuieres

evallaronlos efectos de losietal(oid)esZn, Cu y Pb sobre plantas de lechugetca sativa

Marinez (2017Yealiz6 un estudio donde midié la abundancia de especies en diferent
puntos de la localidad de la Planta.s@tv6 que donde se encuentrd pasivo minero la
abundancia de especias disminuye abruptamesrieontrandose en la zona mas afectada
especies de las familias Zygophyllaceae y Faba€xaesiderando lo expuestes de caracter
urgente identificar alternativas de intervencion a los suelos deteriatadioprovincia de San
Juan para su mejoramiento o recuperacida recuperacion del ecosisterparmitiria brindar
servicios ambientales que beneficien actemunidad local En la provinciaes posible y
necesario recuperar las superficies afectadas, premvide esta manera la recuperacion de

la cubierta vegetal los servicios ecosistémicos

HIPOTESIS

H1: Las especies de zonas aridas han desarrollado adaptaciones anatomicas, estructu
fisiol6gicas y bioquimicas que les permit®lerarcondiciones desfavorableas cuales son
comunes para distintos tipde estrés abiotico como el generadorpetal(oid)es

H2: La identificacién y uso de especies vegetales nabigscumuladoras de metal(oid)es
contribuye a la remediacion de sueldsgadados producto de un modelo minero no

sustentabley a la restauracién del ambieafectado

1.1 Objetivogeneral

Identificar especies vegetales nativasecuadas pareemediar suelos contaminados con
residuos mineros y estudiar los mecanismos fisiot&gimplicados, con el fin de generar

alternativas de remediaciamsitu, contribuyendo a la restauracion de sistemas aridos.



1.1.1 Objetivosespecificos

1 Determinarel potenciabioacumuldor de metgloid)es enlas especienativas que crecen
en la zona del pasivambientalmineroy diferenciar mecanismos de fitorremediacion y
exclusion.

1 Evaluar la respuesta fisiologica, bioguimica y anatomidasiespecies nativadiferentes
concentraciones desiduo minere@n suelodurante el proceso de germinacion

1 Evaluar la respuesta morématémicafisioldgica y bioquimica d8. retamal. cuneifolig
P.flexuosay P. tetracantha la exposicion a diferentes concentraciones de residuo miner
durante los primeros estadios del crecimiento.

1 Evaluar la respuesta fisiologiamorfo-anatomica y bioquimica de las especies natvas
estudioen suelos coresiduos mineros enmendados

1 Proponer una alterrigh de remediaciom situ del sitio contaminaal con residuos de una
mina de oro abandonada utilizando las plantdivas

2. AREA DE ESTUDIO

2.1 Caracterizaciéon ambiental del area diidio

La localidad de La Plantse encuentra ubicada el departamento Caucete alesie
de la provincia de San Juan. Geograficamente, se encerstdeahs coordenade® 1 U 1 0 6
380 S, 67U 526 57 260 Wy 31U 106 55 830
la sierra de Valle Fértil y la Huerta y hacia el oeste perdaade Pie de Palo mientras que al

norte y al sur se encuentra abi¢fay. 2).
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Fig. 2. Area de estudio. Localidad de La Planta, departamento Caucete, provincia de San Juan, Arg
El ambientecorresponde a la provincia fitogeografica del Monte, la cual abdireaja
arida de la Republica Argentin®illagra etal., 2004) Posee un clima seco y calido, con
precipitaciones principalmente estivales de caracter torrencial, que varian entre 80 mm y
mm anualegCabrera, 1994)Como las precipitaciones se originan durante el verano, el agu
se evapora antes de poder infiltratses temperaturas en la zona son muy elevadas, alcanzanc
maximos absolutos de 46, lo cual le brinda caracteristicas de maxima arfeimasso and

Anconetani, 1993)

Respecto a la geomorfologia, el area se inscribe en una planicie aluvial, surcada pc
rio Bermejo, cuyo cauce principal al igual que los brazos laterales se encuentran sexos y
conducen agua en situaciones ocasion@asnasso and Anconetani, 1998ps suelos de la
zona son de origen aluvidlamadosEntisoles o suelos de escaso desarrollo, representados p
Torrifluventes (desarrollado por sedimentos reciemteente depositados por riosly
Torriortenteg(suelos pedregosos ubicados en planicies pedemgeteesalmentsalinos, con

elevados valores de conductividad, al igual que las aguas &elpagaypcuya conductividad
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es de 583@QS cm! (Dalmasso and Asonetani, 1993)Roqueiro(2017)caracterid los suelos
de la localidad de La IBnta, mediantedeterminaciones fisicoquimicas, incluyentto
concentracion denetaloid)es Los datos mas relevantes indmaun pH acido éntre2 y 3),
alta conductividaq41 mScm?) y un aumento deetaloid)esrespecto a sitios de referencia

siendoZn, As, Cd, Pb, Cu y Mnlos metaloid)esque se presentan con un mayor aumento.

La vegetacion en general es uniforme, tanto en su fisonomia como en su composic
floristica, existiendo una variacion de la misma en funcién de la topografia. El area present
fisonomia de un bosque abierto en el cual predominan especiesProsapis fexuosay

Bulnesia retamgDalmasso and Anconetani, 1993)

2.2 Contexto Histoérico

La actividad minera en Argentina ha cobrado importancia a nivel global en tan solo .
afios proyectandose una intensificacion de la actividad. La explotacion metalifera se bz
principalmente en la extraccion de hierro (Fe), plomo (Pb), zinc (Zn), estafio (Sn), cobre (C
molibdeno (Mo), oro (Au) y plata (Ag) en las Provincias de Catamarca, San Juan, Santa Ci

Jujuy, Salta, Mendoza, Neuquén, Rio Negro y Ch(BAEM, 2014)

En la provincia de San Juda actividad minerae remonta a principios d&800 con
yacimientos como los ddualilan, El Salado y Carmen Alto, cuyas explotaciones quedaror
truncas con el correr de los afiésta actividad comenzdn la formacion de redes comerciales
entre Grupos reducidos de familias durante la colonia Hispanoamegépaca de la sociedad
precapitalistaEn e | caso particul ar de | as minas:s
AEri no) su actividad fue i nepalla®aldladongeose
explotaba Au y Ag. Btas pertenecen al yacimiento Cerro Blanco ubicado flaneb oriental

de la sierra de La Huerta, departamento Caucetkm2al SE de la localidad de Marayes



Campbell explotd las minas durante algunos afg@esteriormente layendié ala firma

Nobleza Picardo(Marinez, 2017)

Durante los afios 1948949 la firma Nobleza Piccardambiénexploté el yacimiento
nEI M o quyashinas, se hallaban ubicadas en las primeras estribaciones de la vertie
occidental de la sierra de la Huerta, sdecpor diversas quebradas, a 200 km al NE de la ciudac
de San Juan. Las rocas extraidas de ambos yacimientos eran transportadas a la lotalidad
Planta, debido a la necesidad de una fuente de agua para la extraccién de metales. Esta loce
cuyo nontore hace alusioa la planta de tratamientayrcada por el rio Papagase encuentra
ubicada a &m de las mins. Se produjeronl.505kg de oro entre los afios 1948958 afio en
el que se paralizé la explotacidra extraccion de metales se realizaba primero con mercurio \
posteriormente con cianuro. Esta actividad se mantuvo hasta el afio 1969, momenqteen el

se produce el cierre definitivo de la pla(i¥arinez, 2017)

Actualmente la planta de tratamiento se encuentra en estado de abarekiao
integrada por construcciones ediliciasatlieradas y residuos acumulados que se diferenciar
del paisaje natural circundante por su coloracion grisoger¢y la ausencia de vegetacion
(Marinez, 2017) Los residuos contienen metales geogénicos concentrados, metaloides
sustancias quimicas antropogéni@ims et al., 2013)o que constituyana problemética para
el ambiente y la salud de la poblacién. Eeste@l resultado de la ausencigtimificacion sobre

la disposi®n de los residuos de la mina, yutePlan de CierréCalabré et al.2022)(Fig. 3)
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Fig. 3. Ruinas de la antigua planta de tratamiento ubicada en la localidad de La Planta, dealizaba
la extraccidnoro y plata.

2.3 Caracteristicas socecondémica

La localidad de La Plantse encuentraabitadaactualmentgor mas43 familias La

actividad econdmica que caracteriza a los habitantes de lagbaaa enn sistema productivo

de subsistencjadlonde se pueden distinguir pequefios productgaeaderos, principalmente
caprinos y agricultores,que empleamrmano de obra familiarTambién existertrabajos
temporarios en la cosecha de vid y oliva. La mayoria de los productores pertenecen al sect
minifundio con escasos recurses tenencia dia tierra, nula capacidad de atwe inversion

y necesidades basicas insatisfect@ensiderando las distintas fuentes de ingreso se deb
destacar la importancia de los planes sociales que reciben los pobladores dé€Galabné et

al., 2022)Fig. 4).
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Fig. 4 Actividades productivas de subsistencia (ganaderia caprina y huertas domiciliarias).
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Capitulo 2
ACaracter.|
contaminado e
identificacion de especie:
bi oacumu b




1. INTRODUCCION

Las minas metaliferas abandonadaganresiduoscompuestos por productos quimicos
antropogénicos, metales y rocas estér{@slui et al., 2019) La bioacumulacién de los
metal(oides en los diferentes nives de la cadena trofica genewmm fendmeno de
biomagnificacidénalterando el funcionamiento de los ecosistemas y poniendo en riesgo
seguridad alimental@eModabberi et al ., 2018; Raj.Poand
lo tanto, comprender el destino ambientid los contaminantegs esencial para la
implementacion de estrategias de fitorremediacion. Los métodos tradicionales de evaluacio
la contaminacién del suelo, consistenlamrecoleccion denuestras de suelo y estudios de
campgq estospueden complemeatse con técnicas de teledeteccion y Sistemas de Informacio
Geogréfica (SIG]Liu et al., 2018)

Para implementar estrategias de fitorremedig se requiere de la caracterizacion del
ambiente a remediar, lo cual permitird comprender la intensidad del impacto, identific
especies remediadoras disefiar posibles estrategide remediacionn situ. Ademas,la
evaluacion de las técnicas de fitorremaegbn no solo debe tener en cuenta la capacidad de
acumulacion de las plantas, sino también su adaptacion a las condiciones climaticas loc
(Arreghini et al., 2017). Los arboles con crecimiento rapido, sistemas radiculares prgfundo
lefiosos y resisteia a condiciones extremas (por ejemplo, metales en el wgelguia) son
generalmente preferidos para la restauracion del suelo en zonas mineras (Tozser et al., 2
Si bien se han identificado varias especies de arboles y arbustos como potenci
fitorremediadores (Pajak et al., 2017; Usman et al., 2019; Bandyopadhyay y Maiti, 2019; Ba
et al., 2019), hay muy pocos estudios que aborden especies en regiones aridas.

Las especies de zonas aridas se caracterizan por presentar aapéacEtomicas,
fisiologicas y bioquimicas que les permiten enfrentar factores estresantes como las a

temperaturas, salinidad, déficit hidriggllagra etal., 2021) Estas adaptaciones en general son
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comunes para los diferentes tipos de estrés, lo cual las convierte en potenciales esps
fitorremediadoras. Utilizar especies nativas en proceosemediacidn genera ventajas
economicas y ambientales y contribuye a la restauracién del sigtéened al., 2023)
Particularmenteimplementar estrategias de remediacion con perspectivas de restauracion
sistemas &ridos, genergentajas debido a la fragilidad que caracteriza estos ambiente
(Dalmasso, 2010Marinez (2017)dentifico diferentes comunidades vegetales presentes en |
zona del pasivo minero en La Planta, San Juan, ArgentinaeAdktinguieron varias especies
de &rboles y arbustos capaces de crecer en suelos contaminados con residuos de la mina
abandonada

Dada la necesidad de estudiageldode contaminacién del suelo para evaluar futuras

estrategias de fitorremediacion en esta region &alplanté el siguiente objetivo especifico:

V Determinar el potencial bioacumulador de metal(oidjesLarrea cuneifolia
Bulnesia retamaPlectrocarpa t&racanthay Prosopis flexuostas cualesrecen en
la zona del pasivambientaiminerq y diferenciar mecanismos de fitorremediacion

y exclusion.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Sitio de muestreo y toma de muestras

En la localidad de La Plansgseleccionaron dos sitios de muestreo: Sitieslelsitio
donde se encuentra presente el pasivo minero y Siéie &lsitio de referencia tomado como
control (Fig. 5)En el Sitio 1 se diferenaion dos zonas, una con peaicia de vegetacion donde
setomaron muestrage suelo rizosféricg una zoma sin vegetacion donde se tomaron muestra
de suelo desnudden el Sitio 2 solo se tomaron muestras de suelo desSedomaron para
cada sitiol0 muestras de suelo desnudo compsuestas por 5 submuestagsrafundidad de

0-20 cm Las muestras de suelo rizosférgmtomaron con el objetivo de conoetefecto de
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la vegetacion sobre la concentracydsiodisponibilidadde metal(ad)es Cadamuestrade suelo
rizosféricoestuvo compuesta pouatrosubmuestras tomadass0 cm del troncde Bulnesia
retamg Plectrocarpa tetracanthalLarrea cuneifoliay Prosopis flexuas un total de 3
repeticiones por especie.

Se tomaron muestras de tres indivdwadultos por especimcluyendo hojas, rama,
tallo, corteza y raicedependiendo de su morfologtantre las especies se considerares t
arbustosque perteneen a la familia Zygophyllaceae: l)arrea cuneifolia es un arbusto
xerofilo resinoso cohojas perennes y un tallo lefippoedecrece hasta 2 n{Hunziker et al.,
1972) 2) Bulnesia retamalcanza hasta 3 m, y pezda patrones de crecimiento estriados
(tallos afilados) con ramas y tallos joverm una cubierta cerosa blan¢Balacios and
Hunziker, 1984)y 3) Plectrocarpa tetracanthaesuna especie lefiosa poco estudiada, crece
hasta 2 m, tiene raicgemiferashojas perenrgey espinas agrupadds a cuatrqRuiz Leal,
1975) Prosopis flexuoséfamilia Fabaceae) es un arbol que alcanza hasta 10 m, presenta ho
cadiwcas y espinags considerada una freatdfita facultativa, ya puede acceder a fmpa

freatica ersituacionegle extrema sequi{dlvarez, 2002)
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Fig. 5. La Planta, San Juan, Argentina. Sitio 1: suelo con residuos mineros, y Sitio 2: suelo de referer
a) Bulnesia retamab) Prosopis flexuosec) Plectrocarpa tetracanthal) Larrea cuneifolia Los puntos
blancos corresponden al suelo desnudo y los pue@®s al suelo rizosférico.

2.2 Anélisis de suelo y vegetacion

En las muestras de suelo se midieron variables fipidmicas las cuales incluyeron,
pH (determinado en pasta), conductividad eléctrica (CE) (extracto decgaiyranateria
organica (MO) medida a partel método WalklyBlack, nitrdgeno total a partir de método de
Kjeldahl (NTK), fésforo disponible por extraccion carbonica en una relaciénplvbfotasio
intercambiablepor el método del acetato de amonio, catioj@e?, Mg*?, Na) y aniones
(COsH, CI, S por extracto de saturacion. Las muestras fueron secadas a temperat
ambiente en oscuridad y posteriormente tamizadas en un tamiz con malla de 2 mm. Finalm

las muestras fuendratadas usando tres agentes deaegton para medir la concentracion total,
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extractable ysoluble de As, Cu, Cd y Zn, siendo estos los elementos mas concentrados el
estudio preliminar realizado pRoqueiro et al. (2017)

Para la determinacion de la concentracion de los metal(oid)es medidos en la fracc
total del suelo, la extraccion consistié en uiggestion por microondas$ecolocaron0,25 g de
muestraen un reactopolitetrafluoroetileno (PTFE}e agregarod mL de HNQal 65%, 1 mL
deH>x0O2al 30% y 3 mL de HF al 404. El reactor fue llevado an digestor de microondas
Milestone StarD, (Sorisole, Itak) y seaplicd un gradiente déemperatura durante 10 min
hastaalcanzar o200 °C temperatura que se mantuvo constaot@nte20 min.La potencia
de microonda#ieg6 al000 W(Maratta Martinez et al., 2018)

Para la determinacion de ¢ancentracién de los metal(oid)es medidos en la fraccion
extractable del suelo se emplando dietilentriaminopeacético (DTPA como agente de
extraccion. Para ellse hizo unamezclaen una proporcién 1:gv de suelccon una solucion
de DTPA (0,005 VMDTPA, 0,01 M CaGly 0,1 M trietanolamina (TEA))que fue llevada a
agitacion por 2 h para luego separar y filtehsobrenadantg.indsay and Norvell, 1969; Maiz
et al., 1997)

Para la determinacién de la concentracion de los metal(oid)es medidos en la fraccién soll
del suelo se empieagua desionizadaomo agente de extracci6Rara ello,una muestra de
suelo se mezcld con agua desionizada en una proporciprv,1s¢ la llevé a agitaciédurante

30 min yfinalmente se filtr6 el sobrenadarftéSEPA, 1998)

Las muestras de vegetacion fueron enjuagadas con agua de grifo y posteriormente
agua destilada para evitar que queden particulas de sweltns diferentes 6érganos
(Poschenrieder et al., 200Posteriormente las muestras se secaron en estufa a 70 °C dura
48 h, y luego fueron molidas en un molinillo universal de altacighd FW 100. Se tomo una
muestra de 0,05 g del maténmolido y se digiri6 con 1 mL déINOs al 65% y 0,5 mL de

H20- al 30%, luego se colocd en un bafio térmico a 60 °C durante 90 mifinateoé con la
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adicion de 100 pL de HEl 40%. A continuacién, se afladié agua de calidad Milli Q a las
muestras digeridas hasta alcanzar un volumen total de 6 mL, que se centrifug6 a 1.250
durante 5 min. Finalmente, se extrajo el sobrenadante para determinar el contenido
metal(oid)es.

Las comentraciones de Cu, Cd, Zn y As enddsrentedracciones de suelo y extractos
vegetales fueron medidas usando un espectrometro de masM)CRon un limite de
deteccion de 0,00rhg kg®. La contaminacion generada por el residuo minero fue deterainad
a partir del célculo del indice de Geoacumuladi@ey (Eqg. 1)(Muller, 1969) el Factor de
Contaminaciér(FC) para cada metal(oid)€Eq. 2)y el grado de contaminacion de todos los

metal(oid)egCdeg (Eq. 3)(Hakanson, 1980)

b 9@ i( ¥ OR Ea

Donde CM es la concentracién del mdtzte) en la muestra d8itio 1y CR es la
concentracion del metal entio 2 (de referencip El factor 1,5 se introduce para minimizar

las variaciones posibles en los niveles base atribuible a efectos litogénicos.
FCEMCR (Ea.2)

CdegFC (Ea.3)

DondeCdeges la sumatoria de 165<C medidos

El Factor de BioacumulaaidFBA) y el Factor de Translocacion (FT) salcularon
para cada 6rgano deslauatro especies en estudih.FBA relaciona la concentracide un
metal(oidk) especifico emada drgano respecto acancentracion total de ese metal(oid) en el
suelorizosférico(Yoon et al., 2006 EIl FT es la relacion entre la concentracion nlenetal(ad)

especifico entre lodiferentesdrganos aéreos respecto a la (@iai et al., 2007)
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2.3 Anélisis de datos

Los datos de la concentracion de metal@@idnsuelo en sus diferentes fraccioyda
concentracién de metal(oid)es les 6érganos vegetativos se compararon medelna@alisis
de la varianzalANOVA) a una viacon una pruebgosthoc de Tukey.En caso de
incumplimiento de los supuestds normalidady homogeneidad de la varianza,utgizaron
pruebas no paramétricasideiskalWallis y en el caso de heterogeneidad de vaianza se aplic
el testOneweycon correccion de Welglsonuna pruebagosthocde Gamedowell. Tambien
se considerda transformaion logaritmicade los datos en caso de incumplimientolate
supuestos Se realip un Analisis de Componentes Principales (ACP) utilizando las
concentraciones totales, solublegxtractable de metal(oids, pH y (E y un analisis de
correlacidh de Spearman. Se realizdé una interpolacién espacial utilizando los datos de
concentracién total de metal(oéd)en suelo rizosférico y no rizosférico del Sitio 1 (software
Qugis versién 3.16.4). Los analisis de datos se llevaron acoat#® version 2.1

3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacion fisieguimica del gelo

El suelo rizosfério ywuelo desnuddel Sitiol most@ronun pH acido que vario & 2
y 4,4 (Tablal). Para el suelo rizosférico dle cuneifoliase registré un pH neutro similar al
repotado parael suelo desnudoetl Sitio2. Se encontraron valores de CE altos para el suelc
desnudalel Sitio1 (41,2 mS cmt), mientras que los valores de CE mas bajos registrados fuerc
los cel suelo rizosférico dé. cuneifoliay suelo desnudo debitio 2 (5,9 y 5,4mS cmt,
respectivamenje Los macronutrientes (N, P y K) mostraron los valores mas altos en el sue
rizosférico del Sitio 1y suelo desnudo del Sitia El contenidode MO fue bajo en todas las

muestras de suelo, y la textura fue FraAceno® y Areno®-Frano.
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Tabla 1. Parametros fisicquimicos medidos elas muestrasalsuelo rizosférico guelo desnudo
del sitio contaminado (Sitio 1)gn las muestras de suelesnudalel sitio de referencia (Sitio 2).

Suelo desnudo Suelo rizosférico (Sitio 1)
Sitio 1 Sitio 2 Lc Br Pt Pf

CE [mS cm?] 412 54 5,9 28,9 14,6 27,9
pH 2,6 7,5 7,2 3,7 4.4 2,0
Cationes [ mg kg']

Ca'? nd 1787,6 418,8 124,3 186,4 nd

Mg*2 nd 73,0 383,0 3167,7 681,0 1095,3

Na* 128,8 4046,8 662,4 430,1 1078,7 719,9
RAS 757,2 281,3 5,2 2,9 7,8 4,1
Aniones [mg kg]

COsH- 13538,1 12226,4 176,9 73,2 54,9 nd

Cl 18981,7 2801,3 719,8 4531,8 2563,8 2624,0

SO,2 nd 96,1 2780,9 8525,3 1873,2 2305,4
N [mg kg?] 256,0 241,0 268,8 355 297,0 361,8
P [mg kg!] 6,0 46,0 20,0 13,3 16,7 12,3
K [mg kg7 34,0 160,0 90,7 65,7 71,3 21,0
MO [%] 0,99 0,2 0,7 1,2 0,8 1,0
C/N 22,0 4,0 15,8 13,1 15,6 16,2
Textura Arenoso Arenoso Franco Franco Franco Franco

franco franco arenoso  arenoso  arenoso  arenoso

Lc: Larreacuneifoliag Br: Bulnesia retamaPt: Plectrocarpa tetracanthaPf. Prosopis flexuosand:
no detectado; CE: conductividad eléctrica; RAS: Relacion de absorcién de sodio; MO: |
organica.

3.2Concentracion de metal(oid)es en suelo

Las concentraciones de Cu, Cd, Zn y As medidas en el suelo se muestran en la Tab
Estos resultados se contrastaronlosmiveles guiastablecidas para uso residencial y agricola
en Argentina (Ley Federal 24.051) y dos niveles gui@anadiensesadcalidad del suelo para
la salud ambiente6QGE Canadian Council of Ministers of the Environment, 2007
concentracion de los metal(ogd)en el Sitio 2 estuvo por debajo de los valores guia
establecidos para Argentina y Canada, con excepcion délsteselemento estuvq7lveces
por encima ddos valores recomendados para uso agricola en Argentina y residencial

Canada. Las concentraciones de los cuaietales(oidds encontrads en suelo desnuddel
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Sitio 1 fueron superiores a los nivelesstableos para uso agricola y residencia@rpambos
paises. Las concentraciones de Cuy Zn en el suelo rizogfgiticol) fueron inferiores a los
niveles establecidos para Argentina, pdueron superiores a lo establecido por la

reglamentacion canadiense
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Tabla 2. Media(+ DE) de la concentracion totaxtractabley soluble de metal(oid)es en suéhog kg?).

Suelo Desnudo Suelo rizosférico (Sitio 1) Valores Guia
Sitio 1 Sitio 2 L. cuneifolia B. retama P.tetracantha P. flexuosa Uso Residencial Uso Agricola

Metal(oid)es Total

As 7000+ 300G 20,3+14,00 23,5+7,2 188,9+173,7 164,6+196,F 344,7+ 174,F 309 12 209 12

Cu 239,5+137,7 17,7 +6,0> 71,2+18,3 82,3+48,68 36,2+48,2° 12,2+7,0 100V 63? 1509 632

Cd 759+61,8 0807 20,1+16,4 34,6+13,0¢ 21,0+16,% 26,6+18,7 5@ 102 3w 1.49

Zn 7000 + 6000 78,2 +84,9 337,3+ 184,27 450,6+ 92,68 278,3 +214,8 323,5+295,6 5009 2002 600V 2002
Metal(oid)es Extractable

As 464,4 +467,6 2,4+ 1,8 nd 0,03 £0,0& 0,003+£0,0¢ 0,01 +0,0F

Cu 91,2+852 24+21 0,01+0,003 0,04+0,06 0,01+£0,0¢ 0,02+0,07

Cd 28,9+257 0,3+0,® 0,002+0,6¢6 0,01+0,6¢6 0,002+0,6¢6 0,02 0,07

Zn 2000 +100G* 28,3 +11,7 0,1+0,° 1,1 +0,9° 0,3+0,1° 19+17
Metal(oid)es Soluble

As 16,1 +8,3 nd 0,003 +0,0> 0,02 +0,02 0,01+0, 0,01 +0,0F

Cu 83,8 84,1 nd 0,001 +0,0> 0,04 +0,0680 0,01+0,0#*> 0,02 +0,02

Cd 34,9 £26,3 nd 0,001 +0,0¢ 0,01+0,# 0,004 0,0 0,02 +0,02

Zn 2000 +100G¢ 3,1+2,4# 0,01 +0,01° 0,8 +0,8° 0,3 0,1 2,1+2.8

Letrasdistintas indican diferencias significativas (p<0,001) emtsesliels desnudos del Sitio 1 y 2gntrelos suelos rizosféricos de las cuatro espe&teserencia:

utilizadas como valores guia: 1) Ley argentin®34, 2) SQGE: niveles guia de calidad del suelo para la salud ambiental estableCatzad@n Council of Ministel
of the Environmen(CCME). nd = no detectado.

23



La mayor concentracion deetal(oid)es totales, extratactablesolubles se encontrd
en el suelo desnudo del Sitio los eementosAs, Cd y Zn(7000, 76 y 7000ng kg?,
respectivamentepresentaomn aumento de mas de 80 veces respecto a lo encontrado en
suelo desnudo del Sitig thientras que el Cu present6 un aumento de mas de 10 veces respe
al Sitio 2(p<0,001) Enlossuelasrizosférice del Sitio 1, en general las concetraciones totales,
extractables y solubles tles metal(oid)esueron similares para las cuatro espediesepto el
As, el cual fue significativamente menor en suelo rizosférict. dauneifolia (24 mg kg?)
(p<0,05)y el Cu, significativamente menor en suelo riozosféde®. flexuosa12 mg kg?)
(p<0,01) Al igual que en el suelo desnudo del Sitio 1, los metal(oid)es que preseliasro
concetraciones mas altas fueron Asy Zn.

Las concentracionegxtractabls y solubles de losuatro metal(oidds fueron
significativamente mayores en el sudkesnudo del Sitio {p<0,001)y menoresal 1% de la
fracciontotal en el suelo rizosféricSitio 1). Las fraccionegxtractable representaron entre
el 7% y el 38% de la concentracion total de metal(estegistrada en el suettesnudo de los
Sitios 1y 2 Se encontraron valores superiore8@&% en las fracciones solubles para Cu, Cd
y Zn en el sueldesnudo del Sitio ¢ para el suelo desnudo del Sitio @losse detectd fraccion

soluble de Zn

3.3 indices deontaminacion delelopara elSitio 1

Losvalores dedeo permiieron clasificarlos sueloglel Sitio 1 en categorias o nieveles
de contaminaciosegunForstner et al. (199@Yabla 3).El suelo rizosférico se clasifiaentro
del nivel de contaminacion mas bgpara As, Cu y Zn, mientrague,en relacion &Cd, sus
valores corresponden a las categorias 5 ("fuertemente contaminado™) y 6 ("contaminac
fuerte a muy fuerte")l suelodesnudqresentd paraste indicevalores supeores a %en el

caso deAs, Cd y Zn pertenecienda la categoria mas alta de contaminacion ("contaminacior
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muy fuerte"),mientras quéos nivelesde Cuestuvierondentro deuna de las categorias mas

bajas ("no contaminado a moderadamente contaminado").

Tabla 3. Promedio (DE) del indice de ®oacumulacion en muestras de st
rizosférico ysuelo desnuddel Sitio 2.

Suelo Sitio 1 lgeo
As Cd Cu Zn
Rizosférico
L. cuneifolia -0,4+05 36+15 14+04 1,3+09
B. retama 20+17 4,8 +0,6 11+17 1,9+0,3
P.tetracantha 16 +£20 3,716 -06+21 09+1,2
P. flexuosa 3,3+0,9 42+10 -1,3+0,9 09+12
Desnudo 7,6 +£0,7 57+09 3,0+0,7 55+11

Referen@s lged 0 : et ) peadicamentao contaminadd ; 4Kk Llag 2,
fino contaminado a moderadamente contamingdb<lge<2: clag 3,
fimoderadamente contaminadg ¢&3 Iclag 4 , moderado a fuertemen
contaminado ; ¢34 Clag 5 , fuelemente contaminado, &% ktlag 6,
fifuertemente a muy fuertemente contamirages>%: clag 7 , muyifuertementt
contaminado segun(Forstner et al., 1990)

Respectal FCy el Cdeg los niveles de contaminacion fueron asignados de acuerdo
(Hakanson, 1980y se presentamda Tabla 4 El nivel de Cd presente en el suelo rizosférico
de las cuatro especiss categorizo en el nivél("contaminacién muy fuerte"), mientras que el
resto de losnetal(oid)estuvieron valores que variaron entre la categoria 1 ("contaminacior
moderada") y la categoria Bara el suelalesnuddos valores del F@orrespondieron a la
categoria 6 para los cuatro metal(oid)es. Los valoresidgde todas las muestras de suelo del

Sitio 1 indicaon fiun alto grado de contaminactategoria mas alta).
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Tabla 4. Valores promedio (PE) del Factor de Contamioigény el Grado de Contaminacic
por metal(oi@) del suelo rizosféricde las cuatro especieslgl suelo desnudo

Factor de contaminacion Gradp de. ;
SueloSitio 1 contaminacion

As Cd Cu Zn

Rizosférico
L. cuneifolia 1,2+04 252+206 4010 43+24 34,7 +11,1

B. retama 93+86 434+163 4728 58+12 631 +185
P. tetracanthe 81+97 263+207 2027 36+28 400 +112
P. flexuose 170+86 334+236 0,7+04 41 +38 552 +14,8

Desnudo 321,1+1546 953+775 135+78 911+780 5210+1327
Referen@as FC<1: bajo factor de contaminacipn T<3F factor de contaminacior
moderadp  E&<BRlto factor de contaminacipfifCO &actor de contaminacién muy ali
Cdeg<6 bajo grado de contaminacion Gl€g<12 moderado grado deontaminacion
1 2CGdeg<24 alto grado de contaminacip@degO 2 whuy alto grado de contaminacicte
acuerdo corfHakanson, 1980)

Lascomponentes principal€l (91%) y CP2 7 %) delACP explicaron el 98% de la
variabilidad total de los datos (Fig). Las concentraciones totales, solublexiractable de
metal(oidEs, Leo FC y CE se asociaron con el sugésnudoMientras que losalores de pH
mas altos presentaron aiasociacion conos suela rizosférices. El andlisis de correlacion
mostré una correlacién positiva entre los metal@sidje las tres fraccionafeterminadas
(R>0,7; p<0,001; Tabl®). Los valores de CE mostraron una correlacion positiva con e
mayoria de las variablesedidagR>0,7; p<0,001). Por otro lado, se observé una correlacior

negativa del pH con el As total, As y Ertractablese keoy FC de As (R>0,7; p<0,001)
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9,0,
pH
Igeo-Cu
4,5
FC-Cu
Le [Za]t
= (8] Igeo-Zn [Cu]c
& Br [Zn]e
< o FC-Zn [Cd]s Suelo desnudo
~ 0,0 Pt —= [Za)s  [Cdle e
& FC-Cd [Asls
Pr Igeo-Cd [Culs [As]e
o FC-As
CE
Igeo-As
-4,5
-9,0
-5,0 -1,5 2,0 5,5 9,0

CP 1 (91,4%)
Fig. 6. Analisis de Componentes Principales (ACP) de las variables medidas en suelos rizosféricos y suelo de
Sitio 1. Lc: Larrea cuneifolia Br: Bulnesia retamaPt: Plectrocarpa tetracanthaPf. Prosopis flexuosagea Indice de
Geoacumulacién, FC: Factor de Contaminacion, []: concentracion, t: fraccion total, e: fraccion extractable, s:
soluble.
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Tabla 5. Coeficientedecorrelacion de Spearman entre las variafidéso-quimicas medidas das suels del Sitiol (n = 22).

Ast

Cd
Cu
Zn

Ase

Cae
Cle

ZNe

Ass
Cds
Cus
ZnNs

|geoAs

IgeoCd
IgeoCu
|geoZn

FCAS

FCecd
FCcu
FCZn

pH

Cu Zn Ase Cd: Cle Zne Ass Cds Cus Zns lgeons lgeacq Igeacy lgean FCas FCod FCouw  FCa pH CE
ns. 0,74** 0,9** 0,89** 0,93** (0,98* 0,86** 0,82** 0,75* 0,92** 1,00 ns  066* 0,72* 100* n.s. 0,65* 0,74* 07'1** 0,93**
0,87** 091* ns 0,73* n.s n.s. ns. 0,79* 0,73** n.s. ns.  1,00* 0,86** 0,83** ns. 1,00* 0,87** 091** n.s n.s.
0,92* ns.  0,77* 0,71* n.s. ns. 086* 084* ns. 0,65 087* 100* 093* 0,65* 087* 1,00* 0,92* ns. n.s.
0,78** 0,84** 0,76** 0,63* n.s. 091* 0,88** 0,79** 0,74** 0,91*** 0,93** 0,94* 0,74** 0,91** 0,92** 1,00** n.s  0,73**

0,78** 0,82** 0,94** 0,94** 0,84** 0,82** 0,94** 0,90* ns  0,65* 0,74* 0,90* n.s. ns. 0,78* 07'3** 0,83**

0,93** 0,94** n.s. 0,89* 0,84** 0,92** 0,89** 0,73** 0,78** 0,82* 0,89** 0,73** 0,77** 0,84** n.s. 0,86*

0,96** 0,77** 0,87* 0,85* 0,89** 0,93* ns  0,72* 0,73*** 093* ns 0,71* 0,76** ns  0,92**

0,95** 0,84** ns.  093* 098** ns. n.s. ns. 098** ns. n.s. n.s. 07_6** 0,93**

0,7** 0,75* 0,96** 0,86** n.s. n.s. ns. 086* ns. n.s. n.s. ns. 0,82**

0,92** 0,91** 0,82** 0,79** 0,87* 0,84* 0,82** 0,79** 0,86** 0,91** n.s.  0,81**

0,8** 0,75* 0,73** 0,85** 0,82* 0,75* 0,73** 0,84** 0,88** ns.  0,75**

0,92** n.s. ns. 0,71* 0,92** n.s. ns. 0,79* ns  0,88*

ns. 066** 0,72** 1,00 ns. 065" 0,74** 07'1** 0,93**

0,86** 0,83* ns. 1,00 0,87** 0,91* n.s. n.s.

0,93** 0,66** 0,86** 1,00** 0,93** n.s. n.s.

0,72** 0,83** 0,93** 0,94* ns  0,69**

*k *k - *k

ns. 0,65** 0,74 0,71 0,93

0,87** 0,91** n.s. n.s.

0,92** n.s. n.s.

ns. 0,73**

0,76**

n.s.. no significativq t: fracciontotal, e: fraccion extractables: fracion soluble lges Indice de GeoacumulacipRC: FactorContaminaion, CE:
* p<0,01, ** p<0,001

Conductividad eléctrica
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3.4Interpolacion espacial

El analisis de interpolaciorspacial muestrka distribucion de la concentracion total de
los cuatro metal(oid)es en el suelo rizosférguglo desnudo del Sitio(Fig. 7). En la figura
se puedapreciar quéa concentracion de metal(oid)es disminuyeceno a la vegetacioihos
valores mas altos para los cuatro elementos se registraron en elesreldoy coinciden con
los valores de pH més bajos. También se puede ver que la vegetacion crece en suelos cc
menos acidoespecto a los valores presentes en el suelo dessiuda rango de 4,3 a 6. El pH

del suelo rizosférico pasa dalores fuertemente @os a medianamente acidos
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Fig. 6. Interpolacion espacial de la concentracién de metal(oid)es en el suelo rizostmietsyelo desnuddel Sitio 1.
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3.5 Concentracion de metal(oid)es érganos vgetativos

Las concentraciones de Cu, Cd, Zn y As en las diferentes partes de las plantas de
cuatro especies estudiadas, se encuentran representadageral8.Los metal(oid)egjuese
registraron en mayore®ncentraionesfueron Cu y Zn, alcanzando conceawiones dentre
123y 461 mg kg' de Cu yentre82y 1331 mg k¢t de Zn y se encontraroen hojas dée..
cuneifolig en ramas y raices @e retama en hojas y tallo dP. tetracanthay en tallo deP.
flexuosa Ademas, la corteza @ flexuosaacumul6 lasta 371 mg k§de As (p<Q001). En las

cuatro especiegl Cd fue el metal(o®) menos concentrado.

L g Bulnesia retama
Larrea cuncifolia

7504 2001

He

500

H e

1504

b=

2504

-
1o
%
=
0
t]
=

1004
304 &

Concentracién de metal(oid)es (mg kg )

T T

Hoja Tallo Raiz
™ Plectrocarpa tetracantha Prosopis flexuosa
=t
g 600 3000+
- a
2 i 3
=
S
= 400+ a 1500
g
o 5007
=
£ 2001 a .
g by - a 250+
E c b ab
g ab
Lol 200
o Hoja Tallo Corteza Raiz

1 As = Cu Bl Cd Hl /n

Fig. 7. Concentracion promedio (BE) de metal(oid)es en Organos vegetativos. Letras dist
indican diferenciassignificativas (p<0,001) entre metal(oid)es. Las barras representan el
estandar.
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3.6 Factores de bioacumulacioriranslocacion

Las cuatro especies presentaron valore$Bl& y FT superiores a undps cuales
variaronen funcién del 6rgano vegetativo (Talla Se observaron diferencias significativas
paralos valores dé-BA calculados para. cuneifoliaentre metal(oidgs (p<0,001)en el caso
de Cu el FBAalcand un valor de 6,7 en hojas. En esta especie, el FT fue raayw y se
observaron diferencias significativas entre metalésip<0,001)siendo elZn el que alcanz6
el valor mas alto (6,3). PaBa retama el Cu fue el Gnico metal que presento valoreBBl&
inferiores a uno en las ramas fotosintéticas y en el. thbls valores de FBA mostraron
diferencias significativas entre metal(aslXp<0,001)El FT fue mayorauno para As, Cuy
Zn tanto en raiz como en o6rganos aérexin diferencias estadiste@&ntre metal(oid)es
(p>0,05). Los valores dEBA en P. tetracanthano mostraron diferencias estadistiestre
metal(oides, alcanzando valores mayores que uno para Cu y Cd en todos los érgal
vegetativos y para As y Zn solo en hojas y raices. Para psiEiees0lo seegistrarorvalores
de FT superiores a uno para As y Zn en las hojas, pero no se observaron diferenc
significativas entre metal(oied (p>0,05)P. flexuosanostré valores dEBA superiores a uno
para Cu, Cd y Zn (p<0,001), mientras duemostré valores superiores a uno para los cuatro

metal(oides en hojas y corteza (p>0,05).
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Tabla 6. Valores promedio (PE) del Factor de Bioacumulacion (FBAFsctor de Translocacion (FDbtenidos para los diferentes érga
vegetativos de las cuatro especies

Especie Organo As Cu cd Zn
BAF TF BAF TF BAF TF BAF TF
Hoja 1,1 +0,7 2,4+1,6 6,7+1,68¢ 16+0,2 0,2+0,2 14+1,0 0,7 +0,0° 6,32,
L. cuneifolia Tallo 0,6+0,&2 14+0,7 49+11 11+0,1* 0,1+0,2 1,3+1,22 0,2+0,1° 1,8 +0,7
Raiz 0,4 +0,2 4312 0,2 +0,2 0,1+0,1°

Ramas 0,3+0,2 12+0,F 1,4+0,2 16+0,2 0,04+0,0> 0,403 0,1+0,08 2,1+2F

B. retama Tallo 0,3+0,2 1,5+0,2 1,1+0,2 1,1+0,3 0,2+0,2 0,6+0,4 0,1+0,08 22+30Q
Raiz 0,2 +0,2 0,8 £0,18 0,2 +0,2 0,2 +0,1°
Hoja 1,2+1/12 15+1,¢ 70£54 0,7+0,2 24zx4(¢ 0,80, 2,422 4,7 £5,8
P. tetracantha Tallo 0,4 +0,3 0,504 829, 0,7+x0,3 24zx4(% 0,605 0,5 +0,6 0,6 £0,6
Raiz 14+£1,F 11,6 £10,22 3,1+3,5 1,6 £1,F
Hoja 0,2+0,° 0,7+0,7 10,6%6,2* 12+0,5% 0,2+0,2 1,1*1,2 141, 1313
P. flexuosa Tallo 0,1+0,1° 0,5+0,3 6,7+3,2 0,8+0,4 02+0,1° 17+23 0,9 +0,7 1,2+£1,6
Corteza 1,2 +0,4 4,3 £3,8 146 +3,2 20+1,2 05+0,19 28+27” 44+00 4,6 £5,3
Raiz 0,6 +0,7° 8,8 x4,68 0,3+0,2 2,5+2,3%

Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significaiitees metal(oid)e§<0,001)



4. DISCUSION

La presencia d€u, Cd, Zn y Asse considera un riesgo para la salud debido a que so
elementospeligrosos y persistentes en el ambidhee et al., 2006; Li et al., 2014; Ozden et
al., 2018) Las concentraciones de metal(@gijleterminadas en este estudio,solo superan
los niveles guia establecidos para uso residencial y agricola en Argentina, sino también
establecidos para otros paises, como Canamavalores degbo, FC y Cdegobtenidos para los
cuatro metal(oiddsenmuestras de sueltesnudalel Sitio 1, corresponden a las categorias de
contaminacion mas altaSin embargo, los valores dgden el suelo rizosférico varian entre
las categorias de contaminacion moderada a flEstes resultados son similares, y en algunos
casos superiores, a los registrados en otros estudligesnos ejemplos sqQnuna mina
abandonada de As en ChiijRan et al., 2021y una mina de Ag en Pe(GruzadeTafur et al.,
2021) A pesardequelos valores de €y Cdegpara el suelo rizosfériaestuvieron dentro de
las categorias de contaminacion mas alestanpor debajo de los reportados en el suelo
deswuda No obstante, los valores obtenidos en la zona estudiada indican un grado

contaminacion muy elevado en el suelo con y sin vegetacion

La presenciale residuos mineros liggenerado la acidificacion delelo y reducido el
contenido de nutrientes. Resultados similares se encontraron en otras zonas mineras del m
como lo reportado para yacimientos de Ag en Argerifieschbaum et al., 2012) Peru
(CruzadeTafur et al., 2021)y minas de Cu en Chir(&ang et al., 2019h) Brasil (Afonso et
al., 2020) Los suelos con pasivos ambientales mineros causan toxicidad a las plantas, da
origen a grandes extensiones de suelo desHimeste trabajogesencontrarooncentraciones
totales de metal(oi@y superiores a las reportadas en casos similares. &uoplej las
concentracionemaximaes de Zn y Cd registrad en una mina de oro a pequefa escala er

Nigeria fueron de 286 y 3 mg Rgrespectivament@Okonkwo et al., 2021)Sin embargo, la
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concentracion de Cu en el suelo rizosfériceuglo desnuddue similar a la registrada en

estudios realizados en minas de(8fonso et al., 2020; Wangt al., 2021; Wu et al., 2021)

La acidez del suelproducela liberacién de meta(oie§ de las particulas del suelo, lo
gue resulta en una correlacion negativa entre su disponibilidad y el valor (Rbgs¢lli et al.,
2003) En el presente estudie registrd unaorrelacion negativa entre el pH y la fraccion
extractablede As y Zn. La disponibilidad depende de ciertas caracteristicas del suelo, comc
contenidadeMO y la presencia de sales como el carbonato célcico, que aumentan la adsorc
y disminuyen la disponibilida¢Wwenzel, 2012A pesarde queel As fue el segundo elemento
mas concentrado tanto el suelo rizosférico como eml suelo desnudolas flacciones
extractabley soluble fueron inferiores 400 % de lafraccion total.Esto puede deberse al largo
tiempo que llevan los pasivos mineros en el sitio, ya que la disponibilidad de &(®iahets
es mayor en suelos recientemecdataminados, y disminuye con el tiemgijayawardena
et al., 2015)Este proceso, denominado envejecimiento, es el resultado de la disminucion de
fraccion disponible de mefaid)es provocada pama adsorcion mas fuerdel elementa las
particulas del suelolambién se ha demostrado gua disponibilidad de As es limitacsn
presencia de FgWenzel, 2012)En un estudio preliminar realizado en la localidad de La
Planta,seregistraron 3740 mg kgde Fe(Roqueiro et al., 2017Esto podria explicar la baja

disponibilidad de As, debido a la adsorcién de este elemento al Fe.

Aunque se haidentificado en varias especieda capacidadde remediar suelos
contaminados por residuos mine@gonso et al., 2020Q)las phntas nativas que crecen en
sitios contaminados son potenciales candidatas para la fitorremedi@maadeTafur et al.,
2021) Las especies nativa®e zonas aridas representan una ventdjalde quegracias asus
adaptacionea las condiciones climéticas localesiedersobrevivir,crecery reproducirse en

situaciones de estrésGa j i | e Dalmms$so (201@epotb&l)uso de especies nativas de
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la region fitogeografica del Monte para la restauracién de ambiempactados por la actividad
minerg incluyendo a Prosopis flexuosaomo una de las especies vegetales utilizadas para |
reforestacién de un area contaminada por hidrocarburos que alcanzé una tasa de superviv

superior al 7%%.

Respecto a la acumulacion de metal(oid)es en los diferentes 6rganos de las espe
nativas evaluadas en le presente estudis,rhayores concentraciones se encontraron en hoja
y raices. Candra et al. (20X@portarm que las hojas y las raices de las especies arbustivas sc
los principales 6rganos acumuladores. Se encontraron altas cotioaesale Zn y Cu en los
Organos vegetativos para las cuatro especies. Estos metales son micronutrientes esenciale
las plantas que contribuyen a su desarrollo y metabolismo, y forman parte de muchas enzi
reguladoras y proteingdlengel and Kirkby, 1987; Ghori et al.,, 2018n embargo, altas
concentraciones de Zn y Cu pueden alterar el metabolismo en las fGumbast al., 2020)

Las plantas evaluadas estetrabajolograron reproducirse a pesar de las altas concentracione

deestos y otrosnetal(oidks.

Las concentraciones de @etectadagn las cuatro especies fueron mas de tres vece
superiores a las concentraciones acumuladas en dos especies deRirtmlssnassoniana
Pinus Yunnanensigjue crecieron en suelos contaminados con residuos m{i¢aog et al.,
2019b) Estos autores reportaron mayores concentraciones de Cu en los 6rganoss@retns
a lo detectadenraices Este patron también se obseerdlas especies de arboles y arbsist
del presente estudid&in embargp otras especies previamente utilizadas procesos de
fitorremediacionacumulan Cu solo en las raices, cdBaxcharis dracunculifoligAfonso et
al., 2020) En comparacion con esta especie, las plantas utilizadedemstudio translocaron
Cu resaltandsesu capacidad de fitoextraccidfl. Zn fue el metal mas concentrado en el suelo

y en bs 6rganos vegetativos de las cuatro especies estudiadas. Especies arbustivas
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Baccharis amdatensigue crecen en suelos con concentraciones de Zn entre 58 y 18.610 |
kgt pueden acumular mas de 2.000 md kg las hojagBech et al., 201)7 valor cercano al

que encontramos en corteza y raiceB dieexuosa

Después del Zn, el As fue el metal(oid) mas concentrado en e) pasdoel segundo
menos acumulado en las plantas. Aunque no se ha identificado ninguna funcion del As er
plants, algunas especies arboreas pueden acumular hasta 43,1*,negrkg Azadirachta
indicay Tectona grandi¢Patel et al., 2015Encontramos carentraciones de As de hasta 370,5

mg kg?, superiores a lagportadagara otras especies utilizadas en fitorremediacion.

El Cd es otro de los elementos que no presentafumeion biolégicaconocidaen
plantas. Eresteestudio, el Cd fue el metal(oejmenos concentrado en el suelo y las plantas.
La baja bioacumulacion de este metal podria atribuirse a la absorcion limitada del&d po
presencia deltas concentraciones de Zn, sed@imou et al. (2019)Ademas, se observé una
disminucién de la toxicidad del Cd en cultivos de trigo por la presencia de Zn ya que compi

porlos transportadorede membranéHart et al., 2002; Zhou et al., 2019)

Los FBA y FTson empeadospara determinar la capacidad de bioacumulacién de las
plantas,lo cual indicala eficiencia de fitorremediaciofCioica et al., 2019)Varios autores
proponen que las especies con valoreBRIe y FT mayores a uno podrian ser utilizadas para
la fitoextraccion y aquellaconFBA>1 y FT<1 podrian seutilizadas para la fitoestabilizacion
(Yang et al., 2015; Buscaroli, 201 1as especies evaluadas en nuestro estudio mostraro
valores deFBA y FT superiores a uno para los cuatro metalesggidunque se encontraron
bajas concentraciones de Cd y As en alguedesidrganos vegetativos. Las plamageneral,
cuentan con w&s mecanismos para reducir la toxiciqaducidapor los metales(oigys
como aminoacidos, glutation, fgoelatinas, metalotioneinas y enzimas como superoxido
dismutasa peroxidasas, lasualesestan implicads en dichos mecanism@Shori et al., 2019;
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Shang et al., 2020Estosmecanismoges permiten a las plantasbreviur en entornos con

altas concentraciones de metal(eg{Pandey et al., 2016; Wu et al., 2021)

5. CONCLUSION

Con base en los resultados obtenigloka caracterizacion de suelo, puede establecerse
gue la localidad de La Planta esta contaminada con al menos Cu, Cd, Zn y As concentradc
residuos procedentes de una mina de oro abanddglguld.acido y las altas concentraciones
de metal(oidgs producb delos residuos minergeresentes en localidad da Plantamuestran
la necesidad de implementar estrategias de remediacion. Adempe@sar de las condiciones
extremas presentes en el sitio estudiado, existen algunas plantas adaptadas a esteastilbients
gue han completado su ciclo de vi@a.detecté la potencialidad d®e flexuosaB. retamal.
cuneifolia y P. tetracanthapara su uso enfitorremediacion debido a su capacidad de
bioacumulaciéon de metaif)es Este hallazgo se podria complementaolyustizar a partir de
estudiosque permitarconocerlos mecanismos fisioldgicos, bioguimicos y epigenéticos que
estan involucradosnla fitoextraccion de metal(oid)es en este entorno altamente contaminac

y la respuesta de estas especies durante etapas tempranas del desarrollo

La presencia de las especies natigassuelos con pHnenos acidoy una menor
concatracion de metal(oid)es que las registradas en suelos desnudo, inctapoeaasidad
de evaluar la aplicacion de extrategias que permitan el desarrollo de estas plantas bajc
condiciones presente en el suelo desnud&itiel 1. Futuros estudios podriamfocarse en la
mejora dda calidad del suelo incrementando el valer pH y disminuyendo la disponibilidad
de metal(oidgs, generando mejores condiciones edaficas para incrementar la diversid

microbianael crecimientgy propagaciovegetal.
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1.INTRODUCCION

El uso de plantas en procesos de descontamindei®uels (fitorremediacion), es
considerad una alternativa altamente eficiente, respetuosa con el ambiente, econémice
socialmente mas aceptaqdan et al., 2020) Las especies que crecen en ambientes
contaminados son las principales candidatas como fitorremediadoras. Para su aplicacié
necesario conocer la respuesta de las plantas durante las diferentes etapas del desarrollc
mecanismos fisiol6gicos y biagmicos que estdn involucrados da tolerancia a
contaminantesEsto permitiria determinar el éxito o fracalgda propagacion y supervivencia
de plantas en ambientes contaming#asnar et al., 2016; Peco et al., 2020)

De esta manera, plantas capaces de desarrollarsamérents contaminados
proporcionan un modelo para estudiar los mecanismos de acumulacion y tolerancia a
metal(oides. Estas especiepresentan diversa®strategias funcionales, fisiolégicas y
estructurales, comel aumento del grosor epidérmico, disminucidnla densidad el area
estomética, diminuciéulel tamafio de los vasos ddlema, aumento de la lignificacion
suberizacion de la endodermis y otros tejidos, las cuales son necesarias paralsegtegar
por metalegSingh et al., 2016; Adejumo et al., 2021; Pandey et al., 2022a)

Durante el periodo de germinacion y en los primeros estadios del desarrollo de
planta ocurren numerosos procesos fisioldgicos, donde la presencia de metales puede c.
fitotoxicidad, produendo alteraciones en el crecimiento, vigor, desarrollo y productividac
(TovarSanchez et al., 2018)ueden generar la inhibicion de la elongacién de raices y 6rganc
aéreos, retardar la germinaciémbibirla totalmentgFattahi et al., 2019A nivel bioquimico,
el exceso de metal(oid)es puede alterar los procesos metabdlicos, provocando un desequil
nutricionaly una reduccion de la tasaspiratoriay fotodntética a la vez que incrementka
produccion de especies reactivas del oxig&iROs)con sus consecuentdafios oxidativos.

Esto puede conducir a la produccion de malondialdehido (MDA), resultantpetexadacion
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de las membranalulares, el primer sitio afectado pas EROgAcIila et al., 2022)El sistema
de defensa antioxidante de las plantas juega un papel importante en la reduccién de la toxic
delos metales pesad@Shen et al., 2015EF| aumento en la actividad de enzimas peroxidasas
y catalasas (CAT, APX y POX), tienen toi fundamentakn el mecanismo deduccién del

dafio producido por estos metales.

Dada la necesidad del establecimiento y propagacion de las especies con poter
bioacumulador de metal(oid)e=n sitios donde naturalmente no puede desarrollarse, e
fundamentalconocer la respuesta @sta plantasdurante el proceso de germinacidsto
aportara informacion valiospara el disefio de posibles estrategias de remediacién en
localidad de La Planta. Pensar en la implementacion de estrategias de remediacion mediar
propagacion de semillageneraria ventajas en cuanto a los costos econdmicos y de logisti
respecto a otras formas de propagacion de espé&sgsor ello que splanted elsiguiente

objetivo especifico

V Evaluar la respuesta fisioldgica, bioquimicamporfo-anatémica deB. retana, L.
cuneifolig P. flexuosay P. tetracanthaa diferentes concentracionesrdsiduo minero

en suelodurante el proceso de germinacion

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Toma de muestras

Se colectaron semillas des individuosP. flexuosalL. cuneifolig B. retamay P.
tetracanthague crecen en el sitio con residuo minero (Sitieritjelos afio2018a 2022 (Fig.
8). Las semillas fueron almacenadas en bolsas de papel para su traslado al laldoatigio
fueron limpiadas quitando la parte mspondiente al fruto y conservadas a 4 °C hasta su usc

Para preparar los tratamientos del ensdgaerminacionse colectd una muestte suelo
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compuesta por 5 submuestdeslos dos sitios de muestr@ag. 8). Cadasubmuestrase tomé

a una profundidad de®0 cm

sitio 1 | v sitio 2

Fig. 8. Sitios de recoleccion de semillas y toma de muestras de suelo. Sitio 1: sitio con re
mineros y Sitio 2: sitio de referencia.

2.2 Disefio experimental

El ensayo consisti6 en 6 tratamientos, los cuales se prepararon mezclar
mecanicamente suelo proverierdel suelo desnudo debitio 1 (donde se registraron las
concetraciones mas altas de metal(oid)gsyuelo desnudo deSitio 2, en diferentes
proporcionegUSEPA, 1998)Previo a la preparacién de los tratamientos, el suelo fue tamizad
(tamiz de 150 mm) y esterilizaden estufa a 1880C durante 2 h¢Kraul3e et al., 2019) 0s
tratamientos fueron los siguiente@lesuelo contaminado (), 10% de suelo contaminado
(T10), 25% de suelo contaminad@T2s), 50% de suelo contaminado &), 70% de suelo
contaminado (7o) y 100% desuelo contaminad{T 100).

Cada unidad experimentabnsistiéo en unaaja de Petrcircular de9 cmde diametrp
quecontuvo 25 g de suelo cubierto con papel de germinacion y 20 semillas, modificando
protocolo propuesto p&@obrero and Ronco (2004)ada tratamiento cont6 con 5 repeticiones,
alcanzandain total de 600 semillas por especie. Las cajas de Petri fueron regadas con a
destilada a capacidad de campo e incubadas en camara de germinaciéon a°€5eh 2
condiciones de oscuridad, con una humedad relativa dél. 43 tiempo de incubacion vario
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segun la especie, 7 dias p&aflexuosay P. tetracanthay 12 dias pard. cuneifoliay B.
retama

Previo a la siembra, las semillas de las cuatro especies se esterilizaron con hipoclc
de sodio al 206 durante 10 minutos y posteriormente se enjuagaron con agua destila
(Guterres et al., 2019)as semillas dB. retamay L. cuneifoliase escarificaron utilizando una
lija N° 220 y las semillas de. flexuosdueron escarificadas mediante un corte con alicate. No
se aplico ningun tratamiento pregerminativo fRraetracanthalas cajas de Petri junto con
el papel de germinacion y el material utilizado para la sienserasterilizé en autoclave a
121°C durante 15 minutos. La siembra fue realizada en una cabina de flujo laminar para ev

la aparicién de patégenos.

2.3 Anélisis de suelo e indices de contaminacion

Se midieron variablefisicoquimicas en los tratamiestde suelo (d; T1o, T2s, Tso, T70
y Tio00), incluyendo pH (pasta) y conductividad eléctrica (CE; extracto de saturadién).
determinacion de la fraccion total de los elementos Cu, Cd, Zn y As se realiz6 siguiendc

protocolo descripto en el Apartado 2 Capitulo 2

Se calcularorel Factor de Contaminacién (FC) para cada metal(gicel Grado de
Contaminacién general (Cdeg) (Hakanson, 198&)a conocer la contaminacién generada por

el residuo en cada tratamiento (Eq. 1 y Eq. 2; Capitulo 2).

2.4 Variables fisioldgicas

Durante los primerosuatrodias de exposicion se cuantificé cada 24 h el nUmero de
semillas germinadas, considerando como tales aquellas con una longitud radicular minim:
2 mm. Con estos datos se calculo el Tiempo Medio de Gacidon TMG) (Eg.4). Al finalizar
el periodo de exposicion se cuantifico el nimero total de semillas germinadas y se midic
longitud dela radiculay del hipocotilo. Estos parametros se utilizaron para la determinacior
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del indice de Tolerancia a Metalexdicular y del hipocétilolTM) (Ellis and Roberts, 1981)
(Eq.5) e indice de Germinacion@) (Eg.6) (Young et al., 2016)Se estimé NOEQdg su sigla
eninglés,No Observed Effect Concentration), LOEd2 (su sigla en inglétpwest Observed
Effect Concentrationd partir dda detecion de diferencias con el tratamiento control (Analisis
de la varianzay CI50 (concentracion inhibitoria del 50% de la pcida expuestad partir de
una regresion lienal cond@alores de inhibicién

B &

4- (Eq.4)

Dondei es el numero de dias desde el comienzo del experimengsgl mumero de
nuevassemillas germinada®gistradas para €iai, de esta forma TMG queda expresado en
dias

™ — (Ea-3)

IG — —zZprmnm (Eq 6)

Donde,LRE es la longitud promedio de la radicula en el tratamiento de exposici6
(mm), LHE es la longitud promedio del hipocétilo en el tratamiento de exposicién ((RG),
la longitud radicular promedio en el tratamiento control (Mr)C la longitud promedio del
hipocatilo en el tratamiento contr@®dGE es el nimero de semillas germinadasaamiento

de exposicién YBGC es el numero de semillas germinadas en el tratamiento control.
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Fig. 9. Montaje experimental y medicion de variables fisiolégicay.semillas deL. cuneifolia
dispuesta en la cajade petri consuelo correspondiente @n tartamiento debajo del papel «
germinacionb) plantula deP. flexuosa.

2.5 Bioindicadores de estrés oxidativo lRrosopis flexuosa

Para la determinacién de los bioindicadores de estrés oxidativo, se utilizaron plantu
de P. flexuosasometidas a cuatro tratamient{@s, T1o, T25 Y Ts0) de suelo contaminado. La
especie y los tratamientos fueron seleccionados considerando los resultados gideai@aes
variables fisiol6gicas evaluadasendo esta especie la qespondidmejor al aumento de las
porprociones de residuo minet@s semilas fueron escarificadas con acido sulftrico a¥©8
durante 3 minuto<El disefio experimentaitilizado fue el descripto en el Aparatado 2.2 del
presente capituld.as semillas permanecieron en cdmara de germinacién con un régimen
16/8 horasleluz/osaridad durante 2 dias después de la germina2IdD@G) y 4 dias después

de la germinaciorDDG).

25.1 Caracteristicas estructurales meaftatomicas y localizacion dahion superéxido (&

)

Para detectain situ el O>" se sigui6 la metodologia propuesta Rarqueiro et al.
(2013) Tres plantulas por tratamiento fuesamergidas en una solucién de tincigd3» de
Nitro Blue Tetrazolium(NBT) en buffer fosfato @ M (pH 7) durante 60 minutos en oscuridad
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y a temperatura ambientén presencia d®." el NBT es reducido a formazan, una sustancia
de color azuhegro que se deposita como particulas insolubles dentro de las.célula

Las plantulas tefiidas con NBT fuerpnocesadas para toméstografias conun
estereomicroscopio Zeiss Stemi 305, equipado con una camara digital Zeiss Axiocam ERC
Para el estudio de caracteristicas epidérmicas, segmentosrdedz la regién medide los
cotiledones fueron diafanizados en una solucién de hidréxido de potasid/allaGados,
decolorados con hipoclorito de sodio al%Qtefiidos con colorante metacromatico de violeta
de cresil al 26 y montados en agua glicerinada al%{D'Ambrogio de Argieso, 1986;
Zarlavsky, 2014)Los tipos de estomas fueron caracterizados setigret al (2009) Por otro
lado, bsdiferentes 6rganos de las plantulas tratadas con NBT fueron seccionaeiés an35
con un micrétomo rotativo Microm HM 315 utilizando soportes de cera odontologica (Mercac
& Ponessa, 2023) llevados al microscopidPara ralizar la medicion de diferentes superficies
y tejidos anatémicqdas imagenes fueron procesadaseal@oftware Axio Vision version 4.8.2
(Carl Zeiss).

Macroscépicamente,esmidié la longitud total de las plantulas en los diferentes
tratamientos, longit de la radiculg longitud, ancho ysuperficie de los cotiledones. No se
considero el tamafio de hipo y epicoijla que resultaron brevisimos en todos los cakas.
longitud total de las plantulas y de la radicula se utilizgana calculael ITM (Ellis and
Roberts, 1981(Eg. 5) considerando 3 individuos por cada tratamiento y tiempo de exposicior

Para cuantificar la produccion de aniones superofo) se calculé elindice de
tincion con NBT % (Iket) de radicula y cotiledones (Unicos érganos que presentaron es
coloracién macroscépicamentepnsiderand@® individuos por cada tratamiento y tiempo de

exposicion.

superficie }{ ida ¢«
i e t?)"t%ol

I-"\IBT%:superfic a del (EQ.7)
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Ademas, se cuantificel diametro dda radiculaen su seccion medial didmetro dé
cilindro vascular yel diametrotangencial déos vasos demetaxilemaTambién se determind
la densidadde estomagnimero de estomas por fny susdimensionesl¢ngitud y anchy
asi como tambiétos espesores des diferentes tejidoslel cotiledén (seccion de ldmina en
transcorte, epidermis superior, empalizada superior, esponjoso Yy epidermis inferic

considerando 3 individuos por tratamiento=s20 para cadandividuo.

25.2 Actividad de catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (APX) y guaiacol peroxidasa (POX

Para determinar la actividad das enzimascatalasa y peroxidasas se siguid la
metodologia propuesta pBoqueiro et al. (2012Para la extraccion gemaron100 mg de
plantula y séos molié con nitrogeno liquido en buffer fosfato de potastd®™ (pH 7).

Paradeterminar la actividad catalasa (CA$gmidio la cinética dedisminucion de la
absobanciadel peroxido de hidrégeno £B>). La catalasa presente en el extracto vegetal
reacciona con el #D.. La mezcla de reaccion se preparo en cubeta de cuarzo y consistio
425uL de buffer fosfato (pH 7), 25Lude extracto vegetyy 50 pL de H2O. al 30 % La
absorbancia se midié a 240 nm durante 30 segundos cada 1 seéguactividad de la enzima
ascorbat@eroxidasa (APX$emidi6 a través déa tasa de oxidacién del ascorbato en presencia
de HO». La mezcla de reaccion consistid390 (L de buffer fosfato 50 mM (pH 7), 40 de
extracto vegetal, 60Lude &cido ascorbico y 10 pde H202 al 30 % La absorbancia se midié
a 290 nm durant80 segundos cadaskgundolLa actividad de guaiacol peroxidga$OX) se
estimoa partir de los niveles de oxidacién del guaiacol en presenciaQ@le lkh mezcla de

reaccion contuvo 30lude extracto vegetal, 41Q pde buffer fosfato de potasio 150 mM (pH
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6,1), 50 (L de guaiacol, L0 L deH>0> al 30 % La absorbancia se midié a 470 nm durante
30 segundos cadaskégundo

La determinacion de la actividad de las tres enzimas se realizd utilizando
espectrofotometro Thermo Scientific NanoDrop.

La actividad enzimatica se expresgmo unidad de actividade la enzimgU) por
miligramo deproteina El contenido de proteinasdetermird siguiendo el método dgradford
(1976) Este métodse basa en la reaccion de la proteina con el colorante azul brillante
Coomasie, existiendo una relacion directa entre la aparicion del color y la concentracion
proteinas en la muestra. La mezcla de reacoiituvo 10 mg de azul brillante de Coomasie,
5 mL de etanol al 95 %, 10 mL de acido fosforico a¥8fp/v) y se llevé a 1000 mL con agua
Milli -Q. Se prepararon los tubos que contedfd L de la mezcla de reaccién con azul de
Coomassie, 150L de cadgunto de la curva de calibracion o 3H0de agua (blanco), o 150
UL de extracto vegetdla curva de calibracion se prepar6 a partir de la dilucion de una solucié
de albimina de suero bovilpl mgml* de aguaLas muestras se incubaron durante 5 min a

25 °C y finalmente se midi6 la absorbancia a 595 nm en lector de microfBacdsk).

2.5.3 Peroxidacion lipidica

Para la determinacion de malondialdehido (MDA) se siguio el protoctleatd and
Packer (1968)Se tomaron 50 mg de muestra yiaehomogeneiz6 con alcohol al 86. El
homogenato fue centrifugado a.A@0 g. Se tomaron 200 pL del sobrenadantegsegron
200 pL de reactivo TBA (acido tiobarbittrico)% y acido tricloroacético (TCA) 2. La
mezcla se centrifugd @0D00 g y se llevo a bafio humedo a 80 °C. Finalmente la muestra s
enfrio y se realizéa lectura con un espectrofotdmetro de microplaca (Bio Tek) a 490 nmy 63

nm. Se utilizo la siguiente ecuaci(iq. 8)para obtener la concentracion:
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MDA=Abssso-Absssd ( U. | ) (Ea.8)

Donde Abses la absorbancia registrada a la longitud de onda indicada en el subindi

U es el coeficiente de absdmLt)iyVeselpaso dpticd a

del well de la microplaca®2 c¢cm con 300 €L de vol umen).

2.6 Andlisis de datos

Para onocer las diferencias entles tratamientogparalas variables evaluadas, se
aplico un andlisis de ANOVA a una via. Para todos los casos se utilizé como prueba a poste
Test de Tukey. Cuando hubo incumplimiento de supuestos, los daoalizaron con test no
paramétrico(KruskalWallis) o fueron estandarizados aplicando raiz cuadra del arcoseno
logaritmo, segun corresponda. Se realiz6 un andlisis de componentes prinéig&ley (n
andlisis de correlacion de Pearson con la varidideddgicas y bioquimicas derosopis
flexuosa Los analisis fueron realizados con el software R version 4.3.0 y los gréficos

realizaron con el programa GraphPad Prism 5.

3.RESULTADOS

3.1Variables fisicoguimicas @dices de contaminacion de suelo

En la Tabla7 se muestran las variables fisicoquimicas de los tratamientos a los cual
fueron expuestas las especies durante el proceso de germinacion. El aumento del porcent:
suelo contaminado no solo genero el incremento de la concetracion de As, Cu, Cthy Zn,
también una disminucion de pelcanzando valores menores a 4 a partirdgyTun aumento

de la CE.
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Tabla 7. Variables fisicequimica de los diferentgtratamientos.

M etal(oid)es totals (mg kg %)

Tratamiento pH CE (mScm?)
As Cu Cd Zn
To 22,0 4,6 0,8 46,0 7,7 19
T1o 6264 279 11 10323 6,7 3,3
To2s 16192 59,8 17,3 29484 5,0 4,9
Tso 30605 1141 40,2 54896 4,2 6,6
T7o 45686 1780 54,7 76259 4,1 9,6
T100 66083 2598 89,8 108920 2,6 120

CE: conductividad eléctrica.

El Factor de Contaminacion (FC) mostroé que la concentracion de Cd presente en
corresponde a un "factor de contaminacion moderado”, mientras que el resto de los meta(oi
para todos los tratamientos, alcanzaron valores de categoria superior (“factor de contamina
muy alto”) (Tablad). Los valores de @egpara todos los trataemtos del suelo indicaron un

alto grado de contaminacién ("grado de contaminaciéon muy alto").

Tabla 8. Factor de contaminaciofrC) por met#oide) para los tratamigos cordiferentes niveles
deresiduo minerpy Grado decontaminacion de todos los metal(oidj€sleq).

Tratamiento Factor de Contaminacion Grado de
As Cu Cd Zn Contaminacion
T1o 28,5 6,1 14 22,4 58,4
Tos 73,6 13,0 21,6 64,1 172,3
Tso 139,1 24,8 50,3 119,3 333,5
T70 207,7 38,7 68,4 165,8 480,5
T100 300,4 56,5 112,3 236,8 705,9
Ref erenci as: FC<1: b aj oC<¥ faactaor decontam@aciononmotiesah

3 O0<6 alto factor de contaminacipfRCO f&ctor de contaminacién muy alédeg< 6 bajo gradc
de cont ami degcli2- nmo déee® a@o gr ado dex24catbngtadonde
contaminaciénCdegO  hdy alto grado de contaminacide acuerdo cofHakanson, 1980)
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3.2Variables fisiol6gicas

En lafigural0 se muestran los resultados MG obtenidos para las cuatro especies.
Enel caso dé.. cunefoliase observé un aumento significativo a partir de) duatro dias mas
respecto a d(p<0,001), sinregisto desemillas germinadgsara los Foy Ti00. B. retamano
present6 diferencias estadisticas efdgetratamients (p>0,05). No se observaron semillas
germinadas en elidoparaB. retamay P. tetracanthalLas semillas d@. flexuosagerminaron
en los seis tratamientos, registrandose el mayd& para el Too (p<0,001), un dia mas
respecto al d.

El porcentaje de semillas germinadas al finalizar el periodo de exposicion varié ent
los seis tratamientpgxceptoen el caso d®. flexwosa la cualno presenté diferencias entre
tratamientos (Figl0). Paral. cuenifolig a partir del Fose produjo una inhibicion total de la
germinacion.Para esta especie, el tratamiento mas severo donde se observaron sem
germinadas fu@so, el cualmostré una disminucién d8b % respecto al d(p<0,001) ParaB.
retamase obtuvieron diferencias entre tratamientos, a partir-dsklprodujo una disminucion
del 80% en la germinacion respecto al(p<0,001). El tratamiento 1bo generd una inhibicién
total de la germinaciéon de. tetracantha Para esta especie se detectaron diferencias entr
tratamientos, a partir desdse registrd0 una disminucion de mas del%0respecto al d

(p<0,001).
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Fig. 10. Porcentaje promedio (EE) de germinacién de semillas por especie al finalizar el periodo de
exposicion y promedio (EE) del Tiempo Medio de Germinacion (TMG), durante los primeros cuatro
dias de exposicion. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratanlientostrea
cuneifolig Br: Bulnesia retamaPt: Plectrocarpa tetracanthaPf: Prosopis flexusa

En lafigurall se presentan los resultados de elongacion radicular e hipocétilo. Pa
las cuatro especies se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre tratamie
La elongacion radicular de cuneifoliadisminuy6 significativamente a parfies (p<0,001),
mientras que ldongitud del hipocétilo presenté una disminucién significatikesde To
(p<0,001). EnB. retamala elongacién radicular y del hipocétilo disminuyé significativamente
a partirde T10 (p<0,001). La elongacion radicular ¢k tetracanthase vio afectaddesdeT 1o,
mientras que la elongacién del hipocétilo disminuyd a péd#ifzs (p<0,001). P. flexuosa
presentd una disminucion significativa de la longitud radicdémdede T2s, mientrasque la

longitud del hipocétilo disminuy6 de manera significativa, a partiFsd€p<0,001).
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Fig. 11. Valores promedio (EE) de la longitud radicular y del hipocotilo por tratamieytpor
especie Letras distintas indicadiferencias estadisticamente significativas entre tratamiento

especie.

En lafigural2 se muestnalos valores deG e ITM obtenidos para las cuatro especies.
Se obtuvopara todas las especiema disminucion de ambos parametros con el aumento de
porcentaje de suelo con residuos mineros. La tolerancia Hories fue menor en la radicula,
donde se observo una disminucion por debajo de &@artir de Is. En la Talh8 se muestna
los padmetros toxicologicos evaluados, dond€Ia0 de la germinacion, elongacion radicular
e hipocatilo estuvieron en un rango de 15 &#6e suelo contaminado, exceptdl®0 de la
germinacion par®. flexuosala cual no se pudo determindebido a que nee registré una
inhibicion de la variable para esta espediespecto a NOEC para los tres parametros
evaluados, vario entre un Wy 25%, siendo >10% para lanhibicién de la germinacién y la

elongacion radicular dB. retama Mientras que el LOEC virentre el 106 y 50% para los
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tres pardmetros en las cuatro especies, siendo la concentracion n@slefeaminada para la

inhibicién de la elongacién del hipocatilo BeflexuosgTabla 9.
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Fig. 12. Promedio (+ EE) ddndice de ToleranciaMetales para radiculalTM;) e hipocoétilo (TM),
e Indice de Germinaciorn(IG) para las cuatro especies. Letras diferentes indican difere

estadisticamente significativas entre tratamientos (p<0,001)PP#exuosdos grafiosdelTM; e
IG se solapan.
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Tabla 9. Parametros toxicol6gicos evaluados.

Parametro L. cuneifolia  B. retama P.tetracantha P. flexuosa
Inhibicion de la
Germinacion
NOEC 25% <10% 25% nd
LOEC 50% 10% 50% nd
IC50 33,74% 15,19% 35,64% nd
(R?=0,96) (R?=0,81) (R?=0,90)
Inhibicion de la
longitud radicular
NOEC 10% <10% 10% 10%
LOEC 25% 10% 25% 25%
IC50 27,70% 14,71% 16,12% 21,1%
(R?=0,92) (R>=0,90) (R>=0,95) (R>=0,99)
Inhibicion de la
longitud del
hipocétilo
NOEC 10% 10% 10% 25%
LOEC 25% 25% 25% 50%
IC50 15,1% 28,39% 21,89% 40,29%
(R?=0,98) (R?=0,99) (R?=0,99) (R?=0,90)

nd: no detectado, CI50: concentracién inhibitoria, NOEC: del inglés No Observed Effect Concentratior
LOEC: del inglés Lowest Observed Effect Concentration.

3.3 Bioindicadores de estrés oxidativoRaosopis flexuosa

3.3.1 Caracteristicasstructurales morfanatomicas

Las plantulas d@. flexuosatanto control como tratadaso presentaron alteraciones
en su estructura mordanatomica caracterizada por una extensa radicula, hepcgtiles
breves y cotiledones redondeados (FBA-B). En todos los casos, enragion apical de la
raiz se evidencia la zona meristematica y de diferenciacitejides caracterizada por poseer
rizodermis unistrata, un esbozo de colénquisadepidérmico, parénquima fundamental
indiferenciado o una regionmeal donde sencuentran en proceso de diferenciacion los tejidos
de conduccion (Fig.3C-D). En laseccion media y en el cuello de la radicula la rizodermis es
unistrata (con células despecto columnar en el cuello de la raiz donde ocasionalmente ¢
pueden presentatricomas simples no glandulares unicelulares), con tres a cinco estratos
colénquimasubepidérmico (menos evidentes en el cuello) y ocho a 15 estratos (segun la reg
donde se realice la seccidn) de cortex parenquimatico de células nedmsisndiamétricas
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(Fig.13E y G). En la zona del cilindro vasculae presenta una estéddrarca delimitada por la
endondermis uniseriada, el periciclo subyacenteternamente intercaladosuatro cordones

de floema y xilema, donde se destacaméaula central de células mas pequefias en relacio
a las observadas en la regidortical (Fig. BF y H). En los tejidos radiculares abundan los
granulosde almidén comagustancia de reserva.

Tantoel hipo como el epicotd, son breves, practicamente restringidos a la zona de
nudo cotiledonar, caracterizados por una epidermis unistrata, ocasionalmemtieaoas
unicelulares no glandulares similares a los descriptos para el cuellaattidala,15 a 25
estratos de parénquima cortical rico en almidén, con una eusteldaces colaterales
desorganizados conformado las trazas de los cotiledones y penhasdios foliares y una
medula pequefia en relacion al cortex con parénqaiméifero (Fig. BI-J). El epicotib
presenta la pluma con el meristema apical del tallprignordios foliares con tricomas
glandulares pluricelulares multiseriados (FigJ)1

Los cotiledones son anfiestomaticos, ambas epidermis presentan sutisas
células poligonales de paredes anticlinales rectas a ligeramente curvadas y estor
braquiparaciticos, hemibraquiparaciticos, anomociticos y anisociticos (B#gL)1 En
transcorte la epidermises unistrata el mesofilg dorsiventral con uno a tres estrates
empalizada compacta adaxial y seis a ocho estratos de parénquima espamjoscto, el
altimo estrato se asemeja a una empalizada de células mas artdmy en relacion a las de

la empalizada superior. Inmersars elmesofilg sepresentan haces colaterales (FEML
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Fig. 13. Morfo-anatomia de plantulas &e flexuosaA-B. Plantulas, aspecto macroscopicel y M.
TranscortesC-D. Apice radicular E-F. Radicula seccion medi&-H. Cuello de la radiculd..
Hipocotilo. J. Epicotilo. K-L. Diafanizados de cotiledone.. Epidermis superior.. Epidermis
inferior. M. Transcorte de cotiledOReferencias:ara, apice radicular; ¢aolénquima; cor, cortexot,
cotiledoén;c-ra, cuello de la radicula; end, endodermis; ep, epidespisgpicotile;f, floema; hi, hipocotile;
hv, haz vascular; m, medula;-ra, radicula media; mx, metaxilema; p, periciclo; pf, primordio foliar;
paénquima en empalizada; ps, parénquima esponjoso; pX, protoxilema; ra, radicula.
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Los diferentes tratamientos mostrarmespecto a d, una disminucién del crecimiento,
siendo significativa la diferencia en el tamgitomedio de las plantulas y las radiculas para
todos los tratamientos a los DB, registrando disminuciones en los indicedalierancia a
metalesde las plantulasiTMp) y las radiculasITMr) entre 34y 48%, y entre36y 54 %
respectivamentélrabla 10).

A los 2 DDG, Tasy Tso, mostraron un aumento significativo en el diametro de las
radiculas, el espesor de colénquima subepidérmico y del diametro del cilindro vascul
tendencia que se mantuvo para todos los tratamientos a D&4Tabla 10).

Conrespecto a los cotiledones, a los R®se observara los tratamintoszgy Tso
un aumento en el espesor de ldmina explicado principalmente por un aumento en el espesc
mesofilg tanto en empalizada como esponjasin embargo, esta tendencia sentévia los 4

DDG (Tabla 10).
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Tabla 10. Caracteristicas cuantitativas del desarrollo marfatomico de plantulas d& flexuosadesarrolladas en dos periodos de tiempo, en sustratos con dife
concentraciones de pasivos minezassueloMediasconletradistintasindicandiferencias significativas g®,05). Los valores expresan me(icDE) n=3 por tratamiento \
tiempo de dearollo.

Tratamiento Long Long ICRp ICR Sup de Sup ITnB Long Diam radicula Colénquim Diam Diam Long Ancho Sup Sup ITneTC
plantula  radicula % r radicula radicula Tr hipo y (um) a subepid cilindro vaso cotiledé cotiled6 cotiledén cotiledon %
(mm) (mm) % (mn?) con % epicotil radicula vascular metaxy! n n (mmP) con NBT

NBT o (mm) (Hm) (Hm) (Hm) (mm) (mm) (mn?)

(mn¥)
T.DDG; 25,1+0,9¢ 19,3+0,82 - - 14,2+0,12  1,9+0,28 13,2 1,3x0,28 1128,6+77,7¢  26,9+7,32 398,7+10,62 14,1#5,02 6,1+0,72 6,2#1,32  29,6x2,42  0,0+0,0 0,0
T10DDG, 28,1558 21,2+4,92 +12,0 +9,8 20,5+6,8?2 5,5+1,92 26,8 1,240,228 1196,2+99,2 26,2+ 2,62 443.0+£74,8° 13,243,682 8,8+0,8 6,8+0,4% 45,6+9,52 0,5+0,92 1,1
T2DDG; 24,1#1,6 17,7¢1,7¢ -3,8 -8,1 12,8+x1,22  3,6+0,6% 27,9 1,2#0,22 1388,6291,% 31,445,52 554,6+23,0 16,1+1,12  7,7#0,4° 5,1+0,72 32,7+#3,92  36+1,2° 11,1
T50DDG; 24.0£2,72 18,442,332 -44 4,4 125+4,8  72+#37% 576 1,240,020 1516,9+97,8  50,2+7,3 554,6+55.0 15,7+¢3,12 7.0+#0,4° 5,140,742 31,747,228  6,3+4,P 19,8
TDDG, 56,0+7,2 48,646,8 - - 33,0£0,4 4,943,782 14,9 1,2¢0,2 775,0+£110,32 29,3#1,22 273,8+40,02 10,9+1,82 8,7+#1,22  6,6+0,72  454+10,22 0,5+0,42 1,1
T1DDG, 37,148,482 30,9+#8,12 -33,8 -36,7 24,32, 7% 6,4x4,22 26,4 1,1x0,12 1367,8x76.0  68,2+3,3 483,5+54,2 15,4+2,32 83+0,82 6,4+0,52 41,2+4,82 0,3+0,32 0,7
T2sDDGy 33,5+0,72 27,5+0,7% -40,2 -43,4 14,8+0,42 6,5+1,12 43,5 1,1+0,22  1235,4 +96,6 68,4+3,6 487,7+23.0 14,6£23.0 8,2+0,22 6,1+0,68  38,8+4.02 7,943,82 20,4

a

T50DDG, 29.0£2,22 223+212 -483  -542 17,943, 10,045,32 559 1,3+0,22 1253,6+499  63,8+19,% 512,0+8,4 14,4+0,6® 8,7+0,22 6,840,582 44,7+3,72 17,946,383 40,0

ICR: indice de crecimiento relativo ICRp: plantula; ICRr: radicula; IT: indice de tindidrraiz; 1Tc:cotiledon DDG: dias después de la germinacion.
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Tabla 11. Caracteristicas cuantitativas del cotiledon de plantul®s fiexuosalesarrolladas en dos periodos de tiempo, en sustratos con diferentes concentraciones (
minerosen suelo Mediasconletradistintasindicandiferencias significativas §®,05). Los valores expresan me@ieDE) n=3 por tratamiento y tiempo de desarrollo.

Tratamiento Epidermis superior Epidermis inferior Transcorte de cotileddn
Espesores de tejidos
N° Long. Ancho N° Long. Ancho Epidermis  Empalizada Esponjoso Epidermis Lamina
estomas/mih  estomas estomas | estomas/mr estomas estomas superior (um) (um) inferior (um)
(pm) (pm) (Hm) (pm) (pm) (m)

ToDDG2 525,8+67,028 141+1,98 11,2+1,9° 310,2+22,0 15,8+2,52 10,7+4]2 23,0£3,1° 154,8+18,72 3916+8,3% 22,4+36%°  590,0+256%
T10DDG2 4943+43,22  129+1,(7 8,1+1,6% 273,4+399%0 18,0282 11,8312 245+31° 2099+17,3 4301+13,9¢ 23,8+4,8 685,7+29,%
T2DDG2 531]1+60. 14p+3,12  118+36° 262,9+28,8 15,6+2,22 12,0+1,82 17,0£2,52  220,5+18]1° 4507+9,% 17,741,482 701,0+5,8
TsoDDG2 425,9+79,72 147+2,78 10,7+2.7% 2314122, 18,0+2,12 132+3,22 208+2,8%  1937+17,9 4194427, 225+2 1%  6531+39,1°
ToDDG4 5302+733% 163+31° 12,2427 1946+3992 17,9+37° 12,843,423 2144222  2246+18,22 4829+40,5° 20,2418  750,7+32,%°
T10DDG4 552,09+416® 134+152 8,4+2,12 1946+30,0¢ 16,7+1,F° 10,3+2,42 20,54, 208,4+2592 5494+52 20 20,2+2,72  804,2+382°
T2sDDGa 625,7+91,32 127+1,22 101+1,7° 2051+343@  16,9+2,B° 13,5+3,02 19,9+192 184,5+31,8% 4162+36,42 19,7+3,82 646]1+2122
TsoDDG4 625,739 13,0£1,68 92+16° 247 1+4, P 14,0¢1,2 10,7+£2]2 23,9+2]2 2082+25,92 4375+61,% 23,0£4,72  692,3+77,1°

DDG: dias después de la germinacion
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3.3.2 Localizacion histoquimicdd O2~

En el 4pice de la radicula, en la region correspondiente a la zona de diferenciacié
meristema apical, se obsera macroscopicamente depdsitos de formdpéecipitado azul
negro) en todos los tratamientos a losX®y 4 DDG (Fig.14). En ambos periodos de tiempo
en muestras délio, dicha coloracion se presétémbién en el margen de los cotiledones y la
region central de la superficie abaxial externlacdéledén (Fig.14). En Tosy Tsola presencia
de O se observa mas acentuada en el centro radicular, y en el margen y superficie abe
externa de los cotiledones (Figt), cubriendo mayores superficies en cada uno de los 6rganc
mencionadosTabla 11). En transcortese evidenciaron depdsitos de formazan en la radicule
en su seccién apical y media, a nivel del colénquima subepidérmico, tanto en el apoplasto ¢
en el protoplasto celular y en la luz y paredes de los vasos del xilema, siendo nssédnte
coloracién y concentracion en las plantas tratadas con respegfoasaTambos periodos de
tiempo evaluados (Fig5A-E). El cuello de la radicula ks cotiledones de gino presentaron
coloraciéon (Fig.15F y H). En tanto las plantulas de los diferentes tratamientos, mostrarc
reacciones positivas crecientes con NBT en el parénquima cortical, medular de la radicula
los vasos de conduccion de la radicula y el cotileddn1bige ) y en el parénquimagonjoso

del mesofilo del cotiledén (Fid5sl).

61



TO TIO TZS TSO

> 9>
- ¢ L AN

1 cm

2DDG

Fig. 14. Desarrollo de plantulas de. flexuosacultivadasen diferentes concentraciones
residuos mineros durante (dies después de la germinacion) y0 (diass después de I
germinacion), y localizacibn macroscopica dg @velada por NBT Referencias: flechas,
indican reaccion positiva con NBT para la deteccion del anidrp@ precipitacion de formazanp,T
control @ desueloresiduo minero; 1o, 10% de sueloonresiduo minero, &, 25% de sueloonresiduo
minero; Tso, 50% suelo de residuo minero.
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Fig. 15. Transcortesle radiculas y cotiledones tefiidos con NBT para la deteccion de a@iorees
plantulas deP. flexuosasometidas a diferentes concentraciones de saetoesiduo mineroA-C:
Apice de la raizD-E: Seccion media de la radiculG: Cuello de la radicula en la uni6n con
hipocatilo.H-1: CotiledonesA, D, F, H: Plantascontrol (To) a los 2 y DDG mostraron resultadc
similaresB-C, E, G, I: Plantas tratadas con un 50%sdelo coresiduo minero durante 415 (Tso,
cuatro dias después de la germinacion).

Referencias: flechas, precipitado de formazan que indica reaccion positiva con NBT para la deteccion@gl anion

63



3.3.3 Actividad antigidante y peroxidacion lipidica

Las enzimas catalasa y peroxidasa (CAT, APX y POX) determinadas en plantulas
P. flexuosamostraron una mayor actividad (p&0) en Bsde suelo contaminado a los RG,
71%, 174% y 135% para CAT, APX y POXespectivamente, mas gea To (Fig. 16).
Mientras que ensh se registré la menor actividad enzimatica. Si bien, la actividad de POX fu
mayor en s, no se observaron diferencias cary T10(p< 005). El contenido de MDA se vio
aumentado en els§ (p<0,001), un 10® mas que engl

A los 4 DDG se registré una mayor actividad de las tres enzimas e, &13%,
497% y 511% para CAT, APX y POX respectivamente, mas eu&o, la cual disminuyé
partir de Bs (p<0,001). La produccion de MDA se vammentada a medida que incrementaron
las concentraciones de suelo contaminado, con los valores mas altasyefsdl(174% Yy

141% respectivamente, mas qere To) (p < Q001).

2 DDG 4 DDG
s 25
b i b
o~ 750 a ,{ 600
v -
2 e ~20
& L 3 £
o 600 b e S
2 . 400 >
© PP il b F15 =
2 450 2 7 L 3
: g | =2
g {" b k1o “_"c
300+
= 200 =
z ? b : 2
E — 2 2
£ 1504 5
£ ab b
a
T T T T 0 0 0
TO 10 T25 T50
Tratamiento
—— CAT APX POX = MDA

Fig. 16. Valorespromedio(+ EE) delos bioindicadores de estrés oxidativo en dos mometgepués d¢
la germinacion, obtenidos en plantulasRidlexuosaexpuestas a diferentes concentracionesesieluo
minera DDG: dias después de la germinacién, CAT: catalasa, APX: ascorbato peroxidasgu&@xol
peroxidasa, MDA: malondialdehido. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratai
(p<0,05)

Los datos déas variables fisioldgicas y bioquimiparalas plantulas d@. flexuosa

fueron empleados emn analisis de componentes principgleso con los parametros de la

caracterizacion fisicoquimica de los tratamietn@sCP1 (61%) y CP2 (22%) explicaron el
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83% de la variabilidad de los datos (Fig). Variables como la conceation de los cuatro
elementos, la produccion de MDA y @E, estuvieron fuertemente asociadas cea La
actividad enzimética a los RDG estuvo asociada aks] mientras que la actividad de las
mismas enzimas a los @DG se vio fuertemente asociada ab.TRespecto al andlisis de
correlacion de Pearsofdbla12), éstearrojo una alta correlacion negativa entre la longitud del
hipocatilo y radicula con dIMG (R>-0,6; p<Q05; R>0.8; p<Q001). La produccion de MDA,

la CEYy la presencia de As, Cu, CdZyn mostraron una correlacion negativa con las variables
fisiologicas medidas (longitud radicular e hipocdtilo). El pH presentd una alta correlacic
positiva con la longitud radicular e hipocétilo (R$0p<Q001; R>Q7; p<Q01). La produccién

de MDA mostrduna fuerte correlacion negativa con los cuatro elementos y el pH mientras q

con laCE la correlacion fue fuertemente positiva.
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APX 2DDG
POX 2DDG

2.5 CAT 2DDG

MDA 4DDG

CP 2 (22%)
(=]
<

MDA 2DDG

APX 4DDG

-5.0 -2.5 0.0 25 5.0

CP 1 (61%)

Fig. 17. Andlisis de componentes principal@sCP) de las variables fisioldgicas y bioguimicas medi
en plantulas d®. flexuosay fisicoquimicas medidas en los suel®g.control 0 % de sueloconresiduos
mineros; To, 10% de sueloconresiduos mineros,23, 25% de sueloconresiduos mineros;sg, 50 % de
sueloconresiduos mineroshl longitud del hipocotilolr: longitud de la radicula, DG: dias después ¢
la germinacion; CAT: catalasa; APX:. ascorbato peroxidasa, POX: guaiacol peroxidasa,

malondialdehido.
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Tabla 12. Coeficiente de correlacién de Pearson entre las variables fisiolodigagymicas medidas dh flexuosa

CAT

CAT

APX

APX

POX

POX

MDA

MDA

Ih ™G " ,opbG  4DDG 2DDG  4DDG ~ 2DDG ~ 4DDG ~ 2DDD  4DDG pH CE As Cu Cd Zn
Ir n.s -0,63* n.s n.s n.s 0.66* n.s n.s -0,65* -0,80***  (Q0,92**  -0,89*** -0,91** -0,93*** -0,89** -0,92***
_ KKKk
Ih -0,82*** n.s n.s n.s n.s n.s n.s -0,67* n,s 0,74*  -0,81*** -0,81*** 0,76 -0,82***  -0,80***
TMG n.s n.s n.s n.s n.s n.s 0,72** 0,82**  -0,87***  (0,88*** 0,83*** 0,72*  0,84**  (,82***
CAT 2DDG n.s n.s n.s 0,89*** n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s
CAT 4DDG 0,98*** n.s 0,99*** n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s
APX 2DDG n.s 0,84*** n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s
APX 4DDG n.s 0,98*** n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s
POX 2DDG n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s
POX 4DDG n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s
MDA 2DDG n.s -0,77%*  0,82*** 0,83**  0,80*** (0,84*** (,82***
MDA 4DDG -0,90***  (0,83*** 0,78**  0,71**  0,77**  0,78***
pH -0,99***  -0,97** -0,93** -0,96*** -0,97***
CE 0,99***  (0,95***  (,99***  (,09***
As 0,98*** n.s n.s
Cu 0,98***  (,98***
Cd n.s

Ir: longitude radicular, lh: longitude del hipocétilo, TMG: tiempo medio de germinacién, 2DDGiafdabpués de la germinagidBDG: cuatro dias después de la germinadiéil conductividad

eléctrica n.s:no significativo
*p<0.05, *p<0.01,***p<0.001.
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4.DISCUSION

Los metal(oidles esenciales que se encuentran por encima de los umbrales 6ptin
para el desarrollo vegetal y los elementos no esenciales presentes, inclusive a muy k
concentraciones, pueden generan efectos téxicos a lo largo de los diferentes estadios
desarrdb de una plantéFattahi et al., 2019%iendo la germinacién uno de los mas sensibles
a diferentegipos deestésambiental. Era caracterizacion de la zona de estudio (Capitulo 2),
se obtuvo que las especiegtinas so6lo crecieron en suelos con un grado de contaminacioé
(Cdeg entre 34,7 y 63,1, valores similares de@de Tio (58,4), a partir del cual se observaron
alteraciones fisiolégicas durante la germinacion.

De acuerdo con los valores de LOECHKO, la elongacion de la radicula e hipocotilo
fueron las variables mas sensibles al aumento de la concentracion de suelo contaminado. S
algunos estudios, las altas concentraciones de metaf{cgl)san inmovilizaén de sustancias
de reserva, alteran la osmorregulacion celular y las actividades proteqititrass et al.,
2015; Karmous et al., 2015Fsto podria estar afectando al proceso de germinacion de I
especies nativasvaluadas en el presente estualipartir de valores de Cdeg superiores .a 60
En diversos trabajos se ha reportado a la longitud radicular como uno de los parametros
sensible a las elevadas concentraciones de metal(¢&l)esres et al., 2019; Nedjimi, 2020;
Calabro et al., 2022)Sin embargo, en el presente estudiacuneifoliay P. tetracanthala
sensibilidad déa elongacion radicular y del hipocotilo respondieron de manera similar al estré
Mientras queporcentaje de semillas germinadas junto cofG fueron las variables menos
sensibles a las altas concentraciones de metal(oidjedleruosaSi bien et especie mostro
una sensibilidad notoria pal@ e TMG a partir del s, se registraron semillas germinadas en
los seis tratamientos.

Respecto adlTM, las cuatro especies mostraron una tolerancia superios| tadto

para la radicula como para el bidtilo en To. Estos resultados indican umeyortolerancia
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de las cuatro especiasCu, Zn y Asconsiderando que a concentraciones de 10 Mgl&s,
enHelianthus annuugZhao et al., 2021y a concentraciones de 16 mgide Cd, 200 mg Kg
1de Zny 15 mg kg de Cu erlettuca sativgCalabro et al., 20223) 100 mg kg* de Cd, 220

mg kg! de Zn y 50mg kg! de Cu enRaphanussp (Al-Tarawneh, 2022)se registré una
inhibiciébn por encima del 5% del porcentaje de germinacién, longitud de radicula e
hipocotilo. Sin embargo, en los trabajos previamente mencionados, el contenido de Cd -
significativamente mayor al observado en el presente estudio, lo cual sumado a una difere
en | a compnxwi de- metdal (6i d) es, podr2an ge
especies estudiadas en esos cadsst& menor tolerancia de las especies evalupoiasos
autoregodria estar relaci@alaen parte a la mayor concentracion de Cd respecto a lo detectac
en los tratamientos del presente estudio.

En el mismo sentido, cuando se analizan las caracteristicas estructurales mc
anatémicas dP. flexuosasometida a los suelos con creciente porcentaje de residuo minero,
observa una progresiva disminucionles indices de crecimiento relativo de las plantulas y
radiculas. Resultados similares fueron reportados por Majhi et al. (2023) para legumbres c«
garbanzo Cicer arietinun), arveja Pisum sativury) gandul Cajanus cajaiy poroto o frijol
mungo Yigna radiata), garbanzo negro/fgna mungdy lenteja Lens culinari$ luego de 12
dias de exposicion a suelo contaminado con As, Cd, Cr, Cu, PlifMai and Sikdar, 2023)
Respecto laaumento significativo en el diametro de las radiculas, el espesor del colénquir
subepidérmico y del diametro del cilindro vascul8ofo etal. (2022) describieron un
comportamiento similar en plantulas Aebidopsis thalianacreciendo en suelos con niveles

subtoéxicos de Cd, Ni and Zn, el cthaé atribudo a un mecanismo de evasion del estrés.

A partir de técnicas de tincidon con NBT se localiz&alt, lo cual mostré una alta
produccion de una de ladSROs en el meristema apical de las radiculas de los cuatrc

tratamientosSegun lo reportado pé&hua et al. (2021)a presencia dEROscuando la planta
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se encuentra en situaciones optimas, estéa relacionada con el desarrollo de la planta, como
ablandamiento de la pared celular para la expansion de la célula. El precipitado del NBT cc
formazan en emnesofilo de los cotiledonesenlos vasos de la radicutke las plantulas de.
flexuosaa medida que aumento la concentracion de metadithidican el estrés causado por
la presencia de los mismdsa coloracién en el apoplasto, en el citoplasma y en las parede
celulares, puede atribuirse a que iostal(oides presentan afinidad con proteinas ricas en
cisteina de la parefPinto Barroso etl., 2023) Sofo etal. (2022)y Singh etal. (2012)
observaron un patrén de acumulacién y distribucion de metad§oéd) diferentes cultivos de
hortalizas yArabidopsisindicando que suelen acumularse con valores mas elevados en |
raices que en fobrotes, pero con concentraciones que difieren en varios 6rdenes de magni
segun la especie vegetal y el metal analizado. De forma sBolleir etal. (2019)demostraron
que la especie vegetal y la etapa de crecimiento influyen en la acumulacion de metad(oid)
los tejidos de allthaca Qcimum basilicumy berro Nasturtium officinal

Las membranas plasmaticas se consideran una de las primeras estructuras d
reaccionan laEROsgenerando la peroxidacion lipidica y la posterior pérdida de funcionalida
de las mismagRoqueiro et al., 2012l MDA es uno de los productos de la oxidacion lipidica,
considerado un indicador de dafio deHBROsproducido por metal(oiés (Chen et al., 2015)
Las enzimas antioxidantes (catalasa y peroxidasas) son una primera proteccion contr
aumento de laBROs pero resultan insuficiergaeuando el estrés es elevd@hen et al., 2015;
Huihui et al., 202Q)En el presente trabajo puede verse com®.eftexuosalas crecientes
concentraciones de metal(losdd)generan un aumento de la actividad de enzimas, la cual <
inhibe en los tratamientos mas sevemrsduciendo el consecuente aumento del MDAen
et al. (2015) Ait Elallem et al. (2022pbservaron en cultivos d@ambooMoso Phyllostachys
pubegeng y plantas medicinalesPéganum harmalgy Origanum majorang expuestas a

diferentes concentraciones de metal(lesdun comportamiento similar en las peroxidasas, las
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cuales aumentaron su actividad cuando los metakicdde encontraban ebajas
concentraciones y disminuyeron cuando la concentraciones de metd(kid)entaron.

La diferencia entre 2 y 4IDG, consiste enueparalas plantulas de 2DG, el aumento
de la actividad enzimatica se observd eg mientras queparalas plantuds de 4 DG, el
aumento se produjo engl' Esta diferencia podria deberse a que las plantulas B&4IBvan
mas tiempo expuestas a la respuesta oxidativa producida por los metal(oide)s, lo que gene
mayor dafio de los tejidos, una disminucién deela@mas antioxidantes y un aumento de
practicamente el doble de MDA respecto al2@® Otra causa podria skr concentracion de
los elementos en cada tratamiento. En el casegla@ldnde la conggracion de metal(oid)es
incrementa abrutamente respectoi@ [ respuestantioxidate es mas temprana en relacion a
los individuos expuestos aol

Por otra parte, el residuo minero de la localidad de La Planta, se caracteriza no s
por una alta concentracion de metal(eédyino también por un pH mucido (pH 3) y una
textura principalmente franco arenpseomo se caracterizé en el Capitulo Hstas
caracteristicas estan presentes a partir gie Hl pH é&cido del suelo podria afectar la
germinacion de las especies nativas en estudio, principalmentd pamento de la de la
disponibilidad de los metal(oid)es que genera un aumento de la toxjéiddBIgawad et al.,
2020)y una disminucién de la disponibilidad de los macro y micronutrientes necesarios pare
establecimiento de las espec{elio et al., 2020)Otros autores han reportado que variables
como el porcentaje de germinacion, fueron afectadas significativamente por propiedades
suelo, en particular texturas franm@nosy francolimosa, lo cual incremeté la toxicidad de

Zn, Pb y CdSeneviratne et al., 2019; Zhao et al., 2021)

5. CONCLUSION
Los resultados de estapitulomuestrancomo las especies nativas pueden tolerar

condiciones de estrés durante la germinacion y tienen la capacidad potencial de ser utiliza
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mediante la propagacion por semillas, como fitorremediadoras de suelos con un alto grads
contaminacion de metal(omh), en tratamientosjue presentacaracteristicas similares a el
suelo rizosférico de la localidad de La Plafia. embargo, con el aumento de la proporcion de
suelo contaminado, se observé no solo un incremento dedartr@gion de metal(oid)es, si

no tambien una acidificacion de los tratameintos. El pH &cido podria ser el principal causa
de la inhibicion de la germinacion en los tratamientos mas severos, donBefeotaosdogro
germinar.

Sibien los resultados muestrana alta tolerancia dedaspecies nativas en estudio a
los residuos mineros presente en suelo, no se logré la germinacion de la totalidad de
individuos en Too, donde se simularolas condiciones del suelo desnudo del Siti®or lo
tanto, esto sugre la necesidad de mejofas caracteristicas fisicoquimicas del suelo como el
pH permitiendo de esta maneshéxito de la germinacion en los tratamientos mas sgvero

pensando en la aplicacién de estrategias de siembra directa para la fitorremedgttion
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Capitulo 4nRespuesta de
las especies nativas a
suelos con residuo minero
durante los primeros
estadios del desarrolt




1. INTRODUCCION

La aplicacién de la fitorremediacion depende de la especie fitorremediadora,
disponibilidad de contaminantes y la interaccion con los microorganismosiziésfara Por
lo tanto, lamplementaciomle esta estrategiia situ, requiere del estudio de la respuesta morfo
anatdémica, fisioldgica y bioquimicke las plantaa diferentes concentraciones de metal(oid)es
durante los primerosstadosde su desarroll@deyakumar et al., 2028)delas caracteristicas
fisicoquimicas y bioldgicas dekuelo a remediar.Esto permitiria disefiar posibles

intervenciones en el territorio, yasmediante siembra directa o traspldRexo et al., 2020)

Los procesos que ocurren durante las primeras etapas del crecimiento de una pl
pueden ser altamente afectados por la presencia de contaminantes. Entre ellas se encuent
productividad, vigor, supervivenci@ovarSanchez et al., 2018\ pesar de esto, algunas
plantasson capaces de sobrevivir y regucirse en ambiente con altas concentraciones de
metal(oid)esEstas especies presentan una serie de estrategias qererigsrptolerar el estrés
generado por Bdiferentes elementos toxicos. Entre las estrategias se puede mencionar
movilizacion y absorcion de metales, transporte via xilema, traslocacion a los 6rgangs aér

secuestro y complejizacioAli et al., 2013; Yan eal., 2020)

Entre lasestrategias generadas por las plantas para enfrentar situaciones de estrés,
presentan un sistema de defensa antioxidante. Este sistema de defensa implica el aumentc
actividad de enzimas catalasas, peroxidasas, superéxido dismutasa y compoestos
enzimaticos, que evitan o reducen el dafio generado por la sobreproduc@épedes
reactivas del oxigeno (ERO¢Xie et al.,, 2019) A su vez, osmolitos secundarios como
polisacaridoy polipéptidos intervienen en la compigicion de elementos toxigavitando el
dafio que generan al unirse a grupos sulfhslyiloarboxilo de enmias y proteinaf.i et al.,

2020) Por lo tanto, entendéos mecanismos de tolerangiaacumulaciorde metal(oid)es en
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potenciales especies vegetales remediadoras, es la basegpéicaciorde la fitorremediacion
con mayor éxitqYang et al., 2022)Ademas de los mecanismos fisiolégicos y moleculares
inherentes a las plant@seki et al., 2021)la rizésferadesempefia un papel importante en la

regulacion de la tolerancia y acumulaciomugtal(oid)egBian et al., 2021)

Se han llevado aabo diferentes estudicsobre la respuesta de especies arbdreas
arbustivas y herbaceas conuachellia campechianéSantoyeMartinez et al., 2020Morus
alba L. (Huihui et al., 202Q)Phyllostachys pubesce(RRanieri et al., 2022Heliantus annuus
L. (Zhao et al., 2021Rheum officinal€Yang et al., 2022)expuestas metaloid)es durante
diferentes etapas deesarrollo, con el fin de conocer su potendéd para ser aplicadasmo
especies fitorremediadoras. Aunque se han identificado diversas especies, tanto vegetales
microorganismos, capaces de sobrevimimovilizar y bioacumular metal(oidy las especies
gue crecen en suelos con residuos mineros son las principales candidatas como organi:
biorremediadore@eco et al., 2020or lo tanto, evaluda respuesta de. flexuosaB. retama
P. tetracanthay L. cuneifolia identificadas como bioacumuladoras de metal(oid)es en e
Capitulo 2, potenciaria el disefio para la implementacién de la fitorremedmasiéun Es por

esto que se planteo el siguiente objetivo.

V Evaluar la respuesta mormatomicafisioldégicay bioquimica de las especies nativas
a la exposiciora diferentes concentraciones de residuo minero, durante los primerc
estadios dedesarrollo

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Muestreo de semillas y suelo

Se tomaron muestras de suelo contamir{adelo desnudo del Sitio §)de referencia
(suelo desnudo del Sitio,2) se realizé una recoleccion de semillafPdéiexuosaB. retama

P. tetracanthgy L. cuneifoliaenel Sitio 1 (Fig. 8, Capitulo 3, Apartado 2.1).
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2.2 Diseflo experimenty condicbnes de crecimiento

El experimento consistié en cultivar plantulas lde cuatro especieen estudioen
macetas de 72@L con sueloque contenia diferentes concentraciones de meta$oidas
semillascolectadagn el sitio contaminaddueron previamente escarificadas mecanicamente
con papel de lija N° 220@partir de un corte exl borde de la semilla calicate dependiendo
de la especi@Apartado 2.2, Capitulo 3En un primemomentq las semillas fueron sendmas
en bandejas de germinacion (speedlinigs cualesse mantuvieron en una camara de
germinacion en oscuridad a 22 °C, humedad relativa &0 %, hasta la emergencia de los
cotiledones. Posteriormente, las bandejas se colocaron en un invernademodimnes
controladas de temperatura y humedad, donde permanecieron durante trefFigedss
Durante este periodo, las plantulas fueron regadas con fertilizantes inorganicos disueltos
agua, 2 a 3 veces por semana (Hakaphos rojo, 4&(¥)18(K), 0,53 g por bandeja, Aqua

Phos, 1246 Nitrégenai 40 % Fdosforoi 6 % PotasioDosis 0,59 por bandeja).

Finalmente, plantinesle tres meses se trasplantaron a las unidades experimental
(macetas)Las macetas se colocaron @rinvernadero del Instituto Semillero (INSENMH)n
condiciones controladas de luz y temperatura, donde estuvieron 9Bigid$). En la Fig.19
se muestn los datos de temperatura registrados durante el periodo de expoEicdisefio
experimental fue totalmente al azar y contuvo cinco tratamientos, los cuales se obtuvie
mezclando mecanicamente suelo provenientsugb desnudo déitio 1 y 2 en derentes
proporcionesLos tratamientos fueron los siguient8$s de suelo contaminaddo), 1% de
suelo contaminad(ri), 10% de suelo contaminadd 1), 50% de suelo cotaminado(Tsg) Yy
100% de suelo comminado (T1o0). Cada tratamiento conto con dplicas se trabajé comn
total de 50 meetas por especi€ada maceta contenia 900 g de suelo correspondiente a ca
tratamiento.Se instal6 un riego por goteo automatizado con goteros da¥4 El riego se

programo con ma frecuencia de dos veces por semana, con una duracion de 4 minutos.
76



plantas fueron fertilizadas con 100 mL de una solucion de YaraMila Hidrocomplex- 12(N

11(P)>18(K) (75 mg ') cada 30 dias.

Fig. 18. Produc@dn deplantines, preparacion de tratamientos y trasplante en macetas.
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Fig. 19. Promediadiario de la temperatura del invernadero durante los noventas dias de exposicior

2.3 Parametros fisiolégicos

Se determinaron variables fisioldgicas a los 15, 45y 75 dias de@g&pdsas variables
medidas fuerorongitud del vastagonumero de hojaserdes, nimero de hojas dafiadas y

diametro de la base del tallo (DB). Fueron consideradas hojas dafipuzlas que presentaron
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una coloracion amarilla o necrosis en mas de¥5del area foliarLas variables longitud del
vastago yDB fueron medidas conna cinta métrica y uwalibre digital Ludman (precision:
0,01 mm)respectivamentdl finalizar el period de exposicion, sdetermird el pe® seco de
los 6rganos aéreos (hoja y tallo)dg lasraices(Fig. 20). Conlos datosde la longitud del

vastagoPB y numero de hojas verdes y dafiadasgstim6é LOEC y NOEC.

Fig. 20. Medicionde variables fisiologicas durante el periodo de exposicion.

2.4 Concentracion de As, Cu, Cd vy &n suelo y vegetacion

Se determia la concentracion total y soluble de As, Cu, Cd yetmsuelode los
tratamientos al iigio y al final del periodo de exposicidén y en raices y érganos aéreos (hojas
tallo). La determinacion de la concentracion total en suelo y vegetacion se realiid depar
una digestion acida de las muestrao se describen el Apartado 2.2, del Capitul¢Maratta
Martinez et al., 2018%e midierorconcetracion soluble de metal(oid)esl y CE en los suelos

de los tratamientoson la metodologia descripta en el Apartado 2.2, CapitW&EPA, 1998)
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Las concentraciones totales de los metal(oid)es se utilizaron para el calculo del Fa
de Contaminacion (FC) (Eq. 2) y Grado de Contaminacidle@(n cada tratamiento (Eq. 3)

(Apartado 2.2, Cdfpulo 2).

La determinacion de metal(oid)es en vegetacion se realizé al finalizar @llgeie
exposicion (90 dias)Los organos de las cuatro especies fueron tratados siguiendo

metodologia descripta previamente (Apartado 2.2, Capitulo 2).

Laconcentracion de metal(oid)es suelo y vegetacion se utilizé para calcular el FBA

y FT (Apartado 2.2, Capitulo 2).

2.5 Bioindicadores de estrés oxidativo

Con el objetivo de conocer la respuedtalas plantaa nivel bioquimicoante laexposicion a
suelos con residuo minero durante los primeros 15 didesderollo se tomaron tres individuos
de cada especjgor tratamientoLas muestras fueron lavadas y se mantuvier@® &C para

la determinacién de diferentes indicadores

25.1 Actividad de ascorbato peroxidasa (APX) y guaiacol peroxidasa (POX)
Se determiné la actividad @scorbato peroxidasa (APX) y guaiacol peroxidasa (POX)
siguiendo el protocolo propuesto geoqueiro et al. (2012detallado en el Apartado 225.

Capitulo3.

2.5.2 Peroxidacion lipidica
Para la cuantificacion de hmoadialdelido (MDA) sesiguidel protocolopropuesto por
Heath and Packer (1968) cual se encuentra detallado en el Apartad®,2Gapitulo 3Para

obtener la concentracion se aplico la Bqg.
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2.5.3 Determinacién de Clorofila (Cl) y Carotaides
Se sigui6 el protocoldeLichtenthaler (1987para ladeterminacién de clorofila £(y),

clorofila b (Cly), clorofila total (Cl) y carotenoides. El extracto restante de la extraccion
realizada para la determinacion de MDge utilizd para la determinacién de pigmentos
fotosintéticosSe tomaron 30 pL de sobrenadante y se llevaron a 600 pL con alcohdhal 80
La lectura se realizé Uitando un espectrofotometro Thermo Scientific NanoDrop en cubet:
de cuarzo. Las longitudes de onda utilizadas fueron 470 nm para carotenos, 654 @Gh) pare
645 nm par&Clpy 663 nm par&la. Las férmulas que se presentan a continuacion fueron e

utilizadas para los célculos

6a pnmhAOjodp (Eq.9)
6a pw@ di uip B O (Ea.10)
o (Eq.11)

O Wi &0 QepETi TEITOI cpad®a wip®alg nw (Eq.12)

Donde Cl es laancentracion de clorofila, @ o totaly Abs es laabsorbancia una

determinada longitud de onda

2.6 Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

Con el proposito de abordar la dimension microbioldgica del suelo, se detéamino
abundancia de microorganismos mediante la aplicacianal&cnicale microbiologia clasica,
la cuantificacion de unidades formadoras de colonias (UFCaello se tomarm muestras de
sueloal inicio y al final del periodo de exposicigtes cuales se mantuvieron a 4 °C hasta su
usa Se utilizé1l g de muestra de cada tratamieni@ms muestrase colocaron en matraces

erlemeyer de 250 mL con 100 mL de solucion fisiol6gatard (10 g * NaCl) y se agitaron
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a 200 rpm durante 15 min a 25 (Kurtzman, 1999)Se hicieron tres diluciones por triplicado
del sobrenadante de cada muestra, de las cuales se sembraron 100 pL en placas Petri de
de didmetrocon medio de cultivo enriquecido para el crecimientdest@duras(medio de
cultivo enriquecido Neogen, pH 5,%pacteriagmedio de cultivo enriquecido Neogen pH 7)
Las placas se incubaron durante 24 h y 48 h°€C3tara el recuento de bacterias y thvas,

respectivamente.

2.7 Microscopia 6ptica (MO), microscopia electronica de bawidrergia dispersiva de

rayos X(MEB-EDX)

Se analizaron secciones de hpjaflosy raices a nivel tisular mediante microscopia
Optica para detectar posibles cambindaanorfo-anatomiade los individuos dé. cuneifolig
B. retamay P. flexuosaLa especieP. tetracanthano fue considerada debido a la falta de
disponibilidad de material vegetal. Se considgtratamiento control @) y el tratameinto mas
severo al que sobrevivieron los individuogofTSefijaron los 6rganos vegetativos (raiallo
y hojas) en FAA (na mezcla deformol, alcohol etilico, acido acéticy agua,
100:500:50:50:350 mL). Se tomaron fragmentos de aproximadamente 1 cm de los diferer
organos y se montaron en soporte de odmntoldgica Se realizaron cortes de 20 a 35 um de
grosor con un midtomo rotatorio minut Microm HM318Viercado and Ponessa, 202as
observaciones se realizaron con un microscopio optico Wild M 20 equipado con una cam
digital Zeiss Axiocam ERc 5s. Se utilizd el software Axio Vision version 4.8.2 (Carl Zeiss

para meditos diferertes tejidos

Para la deteccion de metal(a@dp nivelultraestructuralse cortaron fragmentos de 3
mm de grosor y se montaron an porta objetara su posterior analisis con microscopia

electronica dMEB-EDX Supra55VP a presion variable (VP, 20 a 40 Pa).
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2.8 Andlisis de datos

Los datos de concentracidon de metal(@den las fracciones de suelo y 6rganos
vegetativogy variables fisioldgicas sanalizarormedianteANOVA a unavia y seguido de la
prueba poshoc de Tukey. Se aplicé uRaueba t para evaluar las diferencias en el diametro de
los tejidos de las imagenes obtenidasadesecciones histolégicas de cuneifolig B. retama
y P. flexuoa expuestas s tratamientos dy Ti0. En casale incumplimientalelos supuestos
normalidad y homogeneidad de la varianza, ag#ic6 la variante no paramétrica
correspondiente segun el andlisiss analisis de datos se realizaronelggrograma estadistico
R version 4.3.0 ypara los gréficos se utilizé el prograt@eaphPad Prism 5 proporcionado por

INTA.

3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacion fisicoguimica ldsuelo

En la Tabla 13 semuestran los resultados correspondientes a la caracterizacic
fisicoquimica y microbioldgica de los tratamientos al iniciar el periodo de exposicion. Se pue
observar como la concentracion total de metal(oid)es presenté un aumento que va de 30 v
paraCu a 500 veces para As, epolrespecto a d El pH disminuyo drasticamente generando
una acidificacion de los tratamientos a partir g Mientras que la CE aumentd. La presencia
de microorganismos, tanto bacterias como levaduras, disminuyeron;,e@asalgunos casos

no se detectaron a partir de.T

Respeto a los FC, a partir de€orresponden a la categoria de contaminacion mas alta
Afalto y muy alto factor de contami ndgde- n
TiaTiwcorresponden a | as dos categor2zas m8s

(Tabla H).
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Tabla 13. Caracterizacion inicial fisicoquimica y microbiolégica de cada uno de los tratamientos.

Metal(oid)es (mg kd)

UFC (g* mLY)

Tratamiento As Zn pH CCEWE_T)]S
Total Soluble  Total Soluble  Total Soluble Total Soluble Bacterias  Levaduras
To 14,3 0,1 7,9 0,03 0,9 0,03 63,3 0,1 7,5 0,1 1,37 10° 5,5 10*
T1 84,1 0,2 22,3 0,03 2,7 0,03 245,1 0,3 7,7 0,5 5,7 10° 6,0 10*
T1o 1572,6 0,1 27,9 0,03 33,0 0,2 1032,3 0,2 7,8 1,7 9,45 10° 7,0 10*
Tso 5178,8 0,2 114,0 Nd 231,3 4,5 4083,3 0,2 4,3 5,0 nd 1,010%
T100 7322,1 0,2 226,2 Nd 328,9 3,0 5677,6 0,2 4,2 4.4 1,510% 5,0 103

CE: conductividad eléctrica; UFC: unidades formadoras de colonias.
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Tabla 14. Factor decontaminacidonKC) por met#(oide) para los tratamigos con
residuo minerpy Grado de contaminacion de todos los metal(oifQegsg.

_ Factor de contaminacién (FC) Grado de
Tr atamiento Contaminacion
As Cu Cd Zn (Cdeg)
T 59 2,8 32 39 158
T1o 1103 35 389 16,3 1690
Tso 3634 144 2723 64,5 7146
T100 5137 285 3872 898 10192
Referencias: FC<1l: baj@3:factar decontamitaeior

moderadp  E<BRlto factor de contaminacipifCO féctor de contaminacio
muy alto.Cdegc 6 baj o gr ado dedegld@ modaramo grada ¢
cont ami na ddg2halo gradd@e ddntaminacip®degO  2ndy alto
grado de contaminaci¢de acuerdo cofHakanson, 1980)

En la Tabla 15 se muestrala concentraciéon déos metal(oides totales ysolubles
presentes en suelo para los tres tratamieaitfisalizarel periodo de exposicioha fraccion
total registrada en todos los casos fue mayor par@J0,05). Mientras que, en,Tal finalizar
el periodo de exposicidn, se registrd una concentracion similar al tratamiento de referencia |
Cu en el suelo rizosférico de las cuatro eigseg Cd en el suelo rizosférico Beretamay P.
flexuosala fraccion soluble de los cuatro metal(oid)es registraron las mayores concentraciol

en Ti0 (p<0,05).

El suelo deB. retamay L. cuneifoliamostrd una leve acidificacion en el tratamiento de
referencia principalmente, 1,3 veces menos, respecto al pH medido al inicio del ensayo. Pa
suelo de estas dos especies, se registraron diferencias estadisticas (p<0,05) con valores
mas altos effio respecto ad(pH 7,1 y 7,5)En relaciéna P. tetracanthay P. flexuosalos
valores de pH no presentaron diferencias entre tratamientos, registrandose valores entre
7,9. Los valores de CE fueron mas altos em€h suelo rizosférico de. cunefolia, P.

tetracanthay P. flexuosgp<0,05).
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Tabla 15. Valores promedios (EE) de la concentracion total y soluble de metal(oid)es, ©H al finalizar el periodo de exposici@iferentes letras indican diferenci
estadisticas entre tratamientos (p<0,05).

Especies As Cu Cd Zn
To Ty T1o To Ty T1o To Ty T1o To Ty T1o

L. cuneifolia

Total (ng kg) 12,:0,7 79,120, 807,245 7,40,° 11526 27,801 0600 2301 31,105 58%12 127,374 696443
Soluble(mg k% 02:00°  02:002  03:00° 003:00° 003:00° 003:Q0° 003Q0° 003+Q0° 01#00° 02+¢004  02¢00° 524002

pH 5805  7,0:10° 7502
CE(mScm) 0701 0702  1,1:0,1

B. retama

Total(mg kg!)  4,6:1,0°  7258,2 8335424 7,9:0,0° 18&1,° 191,60 0301  2,1+0F 28,91,3 5843,F 133.819,6 710,219,7

Soluble(mg klg) 01:004 01001 01001 nd nd nd 001:00° 001Q0*  0,1:0,0° nd 01001  4,0:04
pH 5603 6,801  7,140,5

CE(mScm) 080,12 0,507 1,4+0,12

P. tetracantha

Total (mg kg?) nd 79348 7279594 8005 141423 22.30F 06071  26:03 27307 53,1458 1341268 949 %22 1

Soluble(Mg kg 03,000 01+00°  01+00° nd nd nd 00H00F 0,010, 0,1+0,0° nd  0,1:0,03 7.360,5°

D)

pH 7,105 6,8+0,0% 7,9+0,12

EC (mS cm) 0,7+0,» 0,5+0,12 1,6+0,1°
P. flexuosa

Total (mg kg)  4,8:0,12  78,6:0,9 652,6:52,4 5806 7,516 27,403 0,400 2,140,00 28,414 56,6:1,9 161,619, 2 850,%50,F
Soluble(mg kg 0,03:0,0° 0,1+0,0° 0,2+0,1° nd nd nd 000,06 0,040,00 0,10,0° nd 0,1+0,0? 11,93,

pH 6,510 7,0¢0,12 7,5¢1,00
CE(mScm) 0,800 0,4+0,1° 1,240,0°

nd: no deteetdg CE: conductividad eléctrical o: 0 % contaminated soilT1; 1 % contaminated soilT10: 10 % cortaminated soil
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3.2Parametros fisiolégicos

Las cuatro especiedurante losprimeros 15 dias de exposicjdpresentaron una
mortalidad del 1006 a partir de Jo. Los individuos expuestos a, 1y TioSobrevivierorpor
lo quelas diferentes variabldsioldgicasse determinaron sélo en elldsa altura del vastago
enL. cuneifoliano mostro diferencias entre tratamientos a los 15, 45 y 75 i2B fue mayor
a partir de lost5 dias pardi, respecto al resto de los tratamientos (p&) Pardos tres
tiempos de mediciomgs valores d&lOEC y LOECpara estas variablese s u | t &or(Fogn C

21y Tabk 16).

B. retamano mostré un efecto de los tratamientos durante los primeros 45 dias
exposicion. Sin embargo, a los 75 diaseggstraron las mayores alturasgT 1y To (p<0,001),
siendo el NOEC y LOEC para esta variabl&oly 10 % respectivamenteR. tetracantha
present6 un efectosis dependient partir de los 45 dias para la altura del vastago,@a¥0
con una alturan Tio que estuvo um®0 % por debajo de d Parael DB, sob se registraron
diferencias entre tratamientos a los 75 dias de exposigi®n (p<0,001). En ambas variables
los valores mas bajos fueron pdra, sienddos valoresde NOEC y LOEC 26y 10% a los

75 dias de exposicion, respectivamgfig. 21y Talda 16).

P. flexuosgresentd una respuesta temprana para la variable altura del vastago, ya
se registraron diferencias enlmstratamientg para los treiemposde medicidnregistrandose
la altura mas baja enden todosllos(p<0,01). Losvalores de NOEC y LOEC fueront y
10% despueés de los 45 dias de exposicioHEho present6 diferencias con el control para

ninguno de los tratamientgsseestiamrorvalores de.OEC >10% (Fig. 2Ly Tabk 16).
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Fig. 21. Valor promedio (:EE) de las variables fisiolégicas longitud del vastago (mm) y diamet
la base del tallo (DB) (mm) medidas a los 15y4% dias de exposicion. Diferentes letras indi
diferencias estadisticamente significativas entre tratamipatascada tiempo de msieeo(p<0,01).
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Tabla 16. Pardmetrosoxicolégicos galuados.

P. flexuosa P. tetracantha L. cuneifolia B. retama

Longitud del vastago

DB

Septiembre
NOEC
LOEC
Octubre
NOEC
LOEC
Noviembre
NOEC
LOEC

Hojas verdes

Septembre
NOEC
LOEC
Octubre
NOEC
LOEC
Noviembre
NOEC
LOEC

Septiembre
NOEC
LOEC
Octubre
NOEC
LOEC
Noviembre
NOEC
LOEC

Hojas danadas

Septembre
NOEC
LOEC
Octubre
NOEC
LOEC
Noviembre
NOEC
LOEC

10%
>10%

1%
>10%

1%
10%
10%

>10%

10%
>10%

10%
>10%
10%

>10%

10%
>10%

1%
10%
10%

>10%

1%
10%

1%
10%

10%
>10%

1%
10%

1%
10%
10%

>10%

10%
>10%

1%
10%
10%

>10%

1%
10%

1%
10%
10%

>10%

1%
10%

1%
10%

10%
>10%

10%
>10%

10%
>10%

10%
>10%

10%
>10%

10%
>10%
10%

>10%

10%
>10%

<1%

10%

10%
>10%

1%
10%

1%
10%

10%
>10%

10%
>10%

1%
10%
10%

>10%

10%
>10%

10%
>10%
10%

>10%

1%
10%

1%
10%
10%

>10%

1%
10%

1%
10%

BD: diametro de la base del taldOEC: del inglés No Observed Effect Concentration, LO
del inglés Lowest Observed Effect Concentration
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Las variables numero de hojeardes y dafiadas presentagnpara las cuatro especjes
una respuesta dependiente del tiempo de exposicion a partir de los 45 dias (p<0,001) co

marcado aumento del nimero de hojas dafadas€Rigd. 22).

Para las cuatro espesise registrdé una mayor produccion de biomasa aérea sega en
alcanzando valores superiores a 1,5 g. Mientras quacetaTproduccion de biomasa aérea
para las cuatro especies fue inferior a 0,5 g. La produccién de biomasa radicaBseectatea
no presento diferencias entre tratamientos (p>0,05). Para el resto de las especies estudiad

mayor produccion se registré en los tratamientog T (p<0,05)(Fig. 23).
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L. cuneifolia B. retama P. tetracantha P. flexuosa
100

80+

604

40+

20+

Numero de hojas verdes

Numero de hojas dafadas
—
<

Tratamiento

15 dias & 75 dias -k- 45 dias

Fig. 22. Valores promedio (EE) del numero de hojas verdes y dafiadas medidks cuatro especies en estutlicante los 90 dias de exposicara los
diferentes tratamientoBiferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos.(p<0,05)
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Larrea cuneifolia Bulnesia retama Plectrocarpa tetracantha Prosopis flexuosa
4

a

a
- 2+ a a

Biomasa seca (g)
[
1

TO T1I TI0 TO Ti1 TI0
Tratamiento

Bl Vastago [1 Raiz

Fig. 23. Peso promedio (g) (EE) de la biomasa seca aérea (vastago) y radical al finalizar el p
de exposicion. Diferentes letras indican diferenesadisticas entre tratamientos (p<0,05).

3.3 Concentracion de metal(oid)es en 6rganos vegetakiadsy FT

A los 90 dias de exposicién, se determiné la concentracion de metsi(eid)os
Organos vegetativos, raiagstago (tallo y hojag)labla I7). Se obtuvo par&. cuneifoliauna
mayor concentraciétdeAs, Cu y Cdenraices de individuos expuesto$:a(p<0,05).Respecto
al Zn, el vastago de los individuos expuestos: @resentda mayor concentracion (p<0,05)
alcanzando laoncentracion de 149Bmg kg' para esta especido sedetectda presenciae

Cd en érganos aéreds, en raices

B. retamaregistib mayores concentraciones de As, Cu y Cd#1fpk0,01) alcanzando
valores de2223,2mg kg* de As en raices. El Zn estuvo mas concentrado en raices expuesta
T1, alcanzando valores de 1898ng kg* enP. tetracanthaEn 6rganos aéreos la concentracion
de metal(oid)es siguié un patrén similar a lo registrado en raiz, con una mayor congentrac
de As, Cu y Cd en1p (p<0,05), mientras que el Zn estuvo mas concentrado§p<0,001),
para ambas especid?. flexuosapresentdlas concentraciones mas altas de metal(oidies
raices de individuos expuestos @ dlcanzando valores @ de 169,8 mg kg!. En 6rganos
aéreoslosindividuos expuestos adpresentaron mayores concertacione&slg Cd, mientras

que el Zn estuvo mas concentradaretividuos expuestos B (p < 005).
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Tabla 17. Promedio (xEE) de laconcentracién de metal(oid)es (mg*kgleterminados para cada especie en 6rganos vegetativos, vastago y raiz. Diferentes letras indicar
diferencias estadisticas entre tratamientos (p<0,05).

Especie As Cu Cd Zn
To Ta Tio To T1 Tio To T1 Tio To T1 Tio
L. cuneifolia
Vastago 208,8+46,3 275,1+30,2 288,8+0,9 45,6+9,6 35,9+0,9 37,5+0,0% nd nd nd 629,0+54,% 1496,0+166,3 1212,4+4,9°
Raiz 334,7+33,8 511,6+65,4 772,0+2,% 273,7+36,0 492’7&1:111’0 640,7+2,9 23,4+8,2 77,7+59  236,6+03 663,4+85,0 8,9+1,0 24,2+0,0
B. retama
Véstago 134,7427,8 211,3+13,%* 219,9+20,8 38,2+4,8 68,4+10,8° 109,0+15,9 nd 11,1+1,%  134,3+7,2  413,1+18,3 827,1+37,4 13,3+2,3
Raiz 162,1+420,8 232,9+4,% 2223,2+2,12 167,4+33,9 169,9+27,8 946,9+20,2 12,6+2,2 25,6+0,9 327,2+10,6 958,6+31,6 1018,1+50,0 28,1+6,3
P.
tetracantha
Vastago 109,0+3,5 163,6+8,3 280,4+14,4 42,3+2,6 79,946,2 166,5+14,6 nd 6,8+1,% 274,1+27,8 441,4+78,8 1400,3+190,6 29,3+0,6
Raiz 187,7+47,Y 357,0+71,¥ 712,5+79,6 143,0+18,®2 209,6%9,8° 296,2+448 12,9+0,6 45,9+9,2 176,6+31,0 368,4+0,8 1895,1+128,5 20,1+2,2
P. flexuosa
W 198,0+#3,8 341,0+32,2 676,0+50,8 70,5+9,3 79,1+18,5 69,4+10,4 6,7+0,# 6,8+0,% 277,5+31,7 310,1+1,2 564,3+33,2 35,0+3,5
Raiz 71,8+9,9 711,5+23,5 333,3+43,% 177,1x14,7 211,9+6,2 81,6+18,8 14,1+0, 11,4+2,0 123,6+16,7 581,1+16,6 1619,8+101,06 12,8+1,3

nd: no detectado; of 0% de suelo contaminado;: L% de suelo contaminado;ieT10% de suelo contaminado.
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RespectoleFBA, los valores mas altos se encontrarolaemaicesle las cuatro especies
(Fig. 25). Los valoresle FBAmAas relevantesueron50y 48 paraCu enraices dé.. cuneifolia
y B. retamaexpuestas a ily Tio, respectivamente. Un valor deBA de 20 para Cd fue
registrado etas raices dandividuos deP. tetracanthaexpuestos a1ly valores delO y 9para
Zn y As, respectivamentenlas raices dendividuosP. flexuosaexpuestos a il(p<0,05). En
organos aérepsos valores mas altosntre los tratamientos con residuo mindgembién se
registraroren individuos expuestosTa. Sin anbargo, en estos 6rganesFBA no superdin
valor del2 para los distintos elementes los tratamientos con residuo mindrosFT en las
cuatro especies fueron cercanos a uno £y Tio, alcanzando valores de 200 en para

individuos del. cuneifolia
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Fig. 24. Promedio (2EE) del factor de bioacumulacion (FBA) y factor de traslocacion (FT) en fut
de la concentracion total de As, Cu, Cd y Zn. Linea punteada roja representa el D#kmehtes

letras indican diferencias estadisticas entre tratamientos (p<0,05).
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3.4 Bioindicadores de estrés oxidativo

A los 15 dias de exposicion se determinds@mindicadores de estrés oxidativo en
vastago (hojas y tallaje las cuatrespeciesKig. 26 y Tabla B). Los resultados mostrargen
general para las cuatro especi@s aumento de la actividad de APXPOX en T1 y una
disminucién de la misma enwl(p<0,05). Excepto par®. tetracanthay B. retama especies
para las cualel actividad de ®X no presentd diferencias entre tratamientos 50 La
produccion deMDA se vio incrementada con el aumento de suelo contaminado, alcanzandc
maxima produccion enid. EnL. cuneifolig no se registraron difencias estadisticas en cuanto

a la produccién de MDA entreyV T1 (p<0,05)

Respecto a la produccién de azucares, se registraron concentraciones mas altas e
individuos deB. retamay P. flexuosanT1o (p<0,01). Mientras que para el resto dedapecies
no se registraron diferencias estadisticas entre tratamientos. La produccién de pigmel
fotosintéticos no se vio afectada con el incremento de las concentraciones de nestadédia)

enP. flexuosalonde se registré urisminuciénde pigmends en To (p<0,05).

95



-+ APX -+ POX =+ MDA

30 30
4304 L. cuneifolia © B. retama i
— N e
b . 150+ L
//r ’,” L3 ]i"_;’
3004 e e
d a L S
_"-‘ i ”/ F_-T"'_ a F15
— 2- a -
2 : — .,..____--‘;/ 754 a .
B s L =10
=n !
— Al b _é—
= — I a 3
5 b —— >
= —_—
= : . 0 0 s s - o B
E T0 TI Ti0 3
E ILL 25 300 -
e ~
9 P. flexuosa b T
- b —_
fg 75+ //jr_____...v--——-‘* ~
= - 20 200+ e 1
= s b
< - b

50+

=15 100 ,
25+ L _;_________ .
— ———a
—
0 T - 10 0 T - — 0
(1] (§] ro o Il (B[]
Tratamiento

Fig. 25. Promedio(+ EE) de los bioindicadores de estrés atib de las cuatro especies después de
dias de exposiciQrAPX: ascorbato peroxidas®OX: guaiacol peroxidasaMDA: malondialdeldo.
Diferentes letras indican diferencias estadisticas significagiviae tratamientog<0,05)
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Tabla 18. Promedio £ EE) de los bioindicadores de estrés oxidativéadeuatro especie®iferentes
letras indican diferencias estadisticas entre tratamientos (p<0,05).

_ _ Azlcares Ct(ugg Clh(ugg Cl(ugg Carotenos
Especie Tratamiento totales (mg PEY) PEY) PEY) (ng g PF ClJ/Clp

=1 1

g PF) )
Lc To 22+0,2 170+1,% 12,7+068 32+04 38+x04 41x06
T1 28+03 226+44 159+283 49+06 40x053 3,2+0,0
Tio 29+0,2 170%+34 12,7+283 32+06 41+053 4,000
Br To 3,7+0,2 113+06 75+06 28+04 33+x04 29x06
T1 41+03 11,3+x06 75+x10 28+04 3,0+0,2 29+0,6
Tio 6,3+08 11,3+06 85+006 21+006 36%02 40+00
Pt To 53+0,7 17,0+33 11,7+19 38+106 28+0,2 3304
T1 38+06 113+2,2 91+13 36+0F 22+053 25+0,3
Tio 49+0,2 11,3+x0¢ 75+068 28+04 22+0,2 29+06
Pf To 35+0,4 245+54 239+4% 237+48 12+04 1,1+0,6°
T1 44+03 151+2,2° 16,0+2,2* 14,0+1,8® 1,2+0,4 1,2+0,F
T1o 78+0,0 11,3+006 115+04 94+08 -02+04 10+00

ClI: Clorofila; Lc: Larrea cuneifolia Br: Bulnesia retamaPt: Plectrocarpa tetracanthaPf. Prosopis flexuosa

3.5Unidades formadoras a@elonias(UFC)

El porcentaje de variacion, entre el inicio y el final del experimento para UFC d
bacterias y levaduras se muestra en la HigE&tos porcentajes de variacion representan un
incrementopor encima del 206, tanto para bacterias conpara levadurasa lo largo del
experimento para todos los tratamientdedas las especies vegetaleara la mayoria de las
especies, los porcentajes de aumento no fueron diferentes entre tratamientos, pc€pdd)
paraP. flexuosaque presentd un prentaje de variacion significativamente menor para las
UFC de levaduras emd(p<0,02) respecto aoly T1. Se obtuvieron porcentajes de variacion
méaximos de UFC de bacterias de 2bYespecto dparalL. cuneifoliaen Ti. Mientras que las

UFC de levaduras alcanzaron incrementos deRP22% suelo rizosférico de flexuosan Tio.
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Fig. 26. Porcentajede variacion entre el inicio y el final del experimeftoEE) para lasUnidades
Formadorasle Colonias (UFCxorrespondientes al suelo de cada tratami@iferentes letras indical
diferencias significativas entre tratamientos (p<Q,B8%&ferencia: Valores Iniciales, Bacterias: (T % de
suelo contaminado): 1,37x@* mL%; T; (1% de suelo contaminado): 5,7%1§* mL%; Ti0(10% de suelo
contaminado): 9,5x®ay* mL. Levaduras: §:5,5x10 gt mL%; T1:6,0x10 g mLY; Tio 7,0x10 gt mL™.

3.6 Morfo-anatomiae histolocalizaciérde metal(oidds

En la Fig. 27 se muestran las imagenes obtenidas con microscopio 6ptico de I
transcortesealizados en 6rganos vegetativos (raiz, tallo y hoj&. detamaP. flexuosay L.
cuneifolia En los transcortes de las hojasRleflexuosay B. retamase pudo identificar y
cuantificar el espesor de la epidermis abaxial y adaxial y el diametrchdg@lérig. 27). Se
detectd para ambas especies un mayor diametro de las hojas control respecto a las expt
T10 (p<0,001). Mientras que el espesor de las epidermis solo presento difererBiastama
con valores mayores én (p<0,01) (Fig. 2Z7/m). En los transcortes de las hojasuneifoliase
pudieronidentificar y cuantificar los tejidos que se muestran en laZi@ y d) donde se
registraron diferencias entre tratamientos para todos los tejolosin mayor espesor &g
(p<0,001)(Tabla V).

En lo cortes realizados en tallo, se observo un gran desarrollo de la peridermis, xiler
floema y un mayor diametro de los vasos xileméaticobgrara las tres especies (p&D). Las

tres especies presentaron acumulaciéon de granulos de almidén erbtamegiular. En los
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transcortes de la raiz principaé observo un crecimiento significativo del tejido epidérmico en
las tres especies en los individuos expuestas @<0,01).B. retamaambiénpresentdn gran
desarrollo del tejido floemétioen T1o (p<0,001). En la regidon medular y cortical de la raiz de
P. flexuosaexpuesta a suelo con residuo minero, se observé la acumulagdastdecias no

identificadaqFig. Z71).

La sensibilidad del microscopio electronico de barrido con analizador de dispaesi
rayos X (MEBEDX) permitiosolola deteccion Cu en tejido xilematico y floematico del tallo
y en tejido mesofilico principalmenti hojas deP. flexuosade T1o (Fig. 28 d) y f)). Por otro
lado, se detectd la presencia de Zn, As y Pb en tejido mesofilico en hbjasutheifoliaen

T10, mientras que pam. retamase detectden el mismo tejidola presenciale Pb Fig. 28 b)

y h)).
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Tabla 19. Promedio (2EE) del diametrgum) de los tejidos identificados en transcortes de raiz tallo y hdjardea cuneifolia Bulnesia retamg Prosopis flexuosa

Hojas
Especie  Tratamiento  Diametro Emp{illzada Emp{illzada Xilema Floema Epld(_ermls Epld(_ermls Esponjoso
adaxial abaxial adaxial abaxial

Lc To 3048+11,4 481 +2,% 69,4+1,8 23,0x 2, 216+1,2 26,3+0,7 26,3+0,3 102,9+3,2

T1o 583,1+9,2 86,7+54 976+34 33,5+2,1° 61,5+2,2 374+18 365+22 170,5+6,4
Br To 383,8+2,3 nd nd nd nd 235+1,% 19,1+0,8 nd

T1o 252,0+1,2 nd nd nd 16,6 +0,83 16,4+08 nd
Pf To 231,4+ 3,4 nd nd nd nd 138+0,4 16,4+0,3 nd

T1o 194,1+1,8 nd nd nd nd 145+0,2 16,5+0,6 nd

Tallo
Peridermis Cortex Floema Xilema Vgsos, . Radio del
Xilematicos tallo

Lc To 42,1+2,9 133,0+7,4 426,4+122 656,0+ 25, 26,1+1,3 1368,5+ 28,0

T1o 27,0+ 2,6 2675+6,8 203,1+9,0 240,1 + 8,7 10,4 +0,9 834,1+3,9
Br To 55,1+2,% 4379+ 13,06 96,4+ 3,17 463,4+11,6 158+0,8 1293,4+17,2

T1o 35,0+ 1,34 437,3+542 120,9+5,8 190,2 + 3,8 11,0+ 0,4 1160,4 +9,8
Pf To 23,1+0,7 1274+258 53,6+1,3 226,7+2,1 11+0,4 536,1+17,1

T1o 145+0,8 104,4+0,9 31,7+04 925+1,% 6,6+0,3 377,9+10,8

Raiz
Epidermis Cortex Floema Xilema V_asos, .
Xilematicos

Lc To 259,7+25 108,2 + 3,0 168,2 +4, 2 4994+79 11,1+1,%

T1o 553+ 7,6 143,4+ 13,9 180,6 £+ 11,6 583,8+15,3 23,6 +1,?
Br To 380,4+6,8 945,4 + 19,6 87,1+4,2 798,1+21,4 18,0+0,6

T1o 661,7+33,4 4965+6,0 113,6 + 0,9 570,4+ 19,2 129+0,8
Pf To 191,9+3,2 99,3+1,2 6742+7,6 7795+43 18,0+0,8

T1o 407,2+4,0 474+1,0 1959+ 4.7 699,5+8,8 151+0,3

Lc: Larrea cuneifolia Br: Bulnesia retamaPf: Prosopis flexuosand: no diferenciadolo: 0% desuelo contaminado;:& 10% de suelo contaminado.
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Fig. 27. Transcortede 6rganos vegetativos (hta#lo y raiz) deL. cuenifoliaa-c), P. flexuosag-i) y B.
retamam-fi), expuestasldaratamiento de referencia )Ty con 10% de suelo contamiando ] L.
cuenifoliad-f), P. flexuosg-l) y B. retamao-q). Referencias: ep: epidermis; pe: peridermis; emp: empaliz
m: médula; cor: cortex; esp: esponjoso; v.xi:vasos xilematico; fiiitpé:fibras; al: almidoéntr: tricoma
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