&

ESCUELA TECNICA SUPERIOR DE INGENIERIA AGRONOMICA
UNIVERSIDAD DE SEVILLA

u%%z“ ,

TRABAJO FIN DE GRADO

Extraccion de cobre por plantas de
mostaza parda (Brassica juncea)
durante su desarrollo vegetativo, en un
suelo contaminado artificialmente y

efecto de la aplicacion de ramnolipido.

Marco A. Marquez Esteban.
Titulacion: Grado en Ingenieria Agricola.

Mencion en Explotaciones Agropecuarias.

Sevilla, Septiembre de 2018.



ESCUELA TECNICA SUPERIOR DE INGENIERIA
AGRONOMICA

UNIVERSIDAD DE SEVILLA

Extraccion de cobre por plantas de mostaza parda
(Brassica juncea) durante su desarrollo vegetativo, en
un suelo contaminado artificialmente y efecto de la

aplicacion de ramnolipido.

Autor: D. Marco A. Marquez Esteban.

Tutora: DfAa. Maria del Carmen Florido Fernandez.
Dra. en Ciencias Quimicas.
Dpto. de Cristalografia, Mineralogia y Quimica Agricola.

Universidad de Sevilla

Sevilla, Septiembre 2018.



Agradecimientos Marco A. Marquez Esteban

AGRADECIMIENTOS

Quisiera agradecer a varias personas y entidades la ayuda que me han
prestado en la realizacion de este TFG.

A mi tutora M2 del Carmen Florido Fernandez, por su acompafiamiento,
Su energia y su apoyo, por haber sido mi guia y mi estimulo durante todo el
proceso de investigacion y elaboracion de este trabajo; es la persona que mas
desinteresadamente me ha ayudado y ha estado ahi en todo momento cuando

la he necesitado. Gracias.

A las profesoras Carmen Ortega, Auxiliadora Moreno y Cristina Andrés, y
al director y profesor de la ETSIA José Manuel Quintero, por su ayuda e interés
en este trabajo y por resolver mis dudas de conocimiento, quiero expresaros mi

agradecimiento.

Al Departamento de Cristalografia, Mineralogia y Quimica Agricolay a su
directora Rosario Vaz, al Centro de Investigacion Tecnologia e Innovacion de la
Universidad de Sevilla (CITIUS) y al personal de este centro, especialmente a
Jesus y José Maria, y al Instituto de Recursos Naturales y Agrobiologia de Sevilla
(IRNAS), especialmente a Fernando Madrid. Gracias por permitirme utilizar
vuestras instalaciones, por hacer posible la realizacion de los analisis necesarios

en vuestros laboratorios, por los materiales y por vuestra ayuda.

A mis padres, gracias a quienes soy quien soy y a quienes sélo puedo
expresar mi sincero agradecimiento por apoyarme, tanto en mi etapa académica
como en toda mi vida, porque sin su ayuda nada de esto hubiera sido posible.

Gracias por confiar en mi. Os quiero.

A mis hermanas, siempre han deseado que llegara este momento, me han
hecho crecer siempre tanto en sabiduria como en lo personal, yo soy un trocito

de vosotras dos.

A mis amigos, por aguantar todos mis agobios, por escucharme y
aconsejarme, por hacer de cada momento una fiesta y alegrarme la vida;

seguiremos celebrando todos los triunfos. Gracias.



Resumen del TFG Marco A. Marquez Esteban

RESUMEN DEL TFG

La preocupacion por fomentar la recuperacion de suelos contaminados
con metales potencialmente toxicos y los serios problemas que estos pueden
causar en el medio ambiente si se incorporan a la cadena trofica, hacen que se
planteen diversos métodos para solucionarlos. Uno de estos métodos consiste
en la fitoextraccidn, que es la capacidad que tienen algunas especies vegetales
para extraer del suelo estos metales e incorporarlos a su masa vegetativa. La
eficacia de la fitoextraccion puede aumentar mediante la aplicacion al suelo de

agentes quelantes, lo que se conoce como fitoextraccidn asistida o inducida.

Los ramnolipidos son biosurfactantes biodegradables que han sido
propuestos como agentes guelantes que favorecen la biodisponibilidad de los

contaminantes en el suelo y facilitan la fitoextraccion de los mismos.

Estudios previos han demostrado que Brassica juncea puede resultar
eficaz en la fitoextraccion de cobre, en concentraciones menores de 1000 mg Cu
kg' de suelo y que la aplicacién de ramnolipido produjo un aumento en la

fitoextraccion de cobre sin resultar fitotoxico.

En el presente trabajo se estudia el efecto de la contaminacion artificial de
un suelo con diferentes dosis de sulfato de cobre, en la germinacion y desarrollo
de una planta fitoextractora (Brassica juncea). Ademas se evalla el efecto que

tiene la aplicacion de un biosurfactante biodegradable (ramnolipido JBR-425).

Para ello se realizan ensayos de germinacion en placas Petri, donde se
estudia de manera previa, el efecto de la aplicacién de diferentes dosis de cobre
y ramnolipido (en suelo o en papel segun proceda), en la germinacién de semillas

de Brassica juncea.

Con los resultados obtenidos en placa Petri, se disefia un ensayo en
macetas dispuestas en bandejas que se colocan completamente al azar en
invernadero, utilizando un suelo agricola de textura franca y pH ligeramente
acido, al que se aplican tres dosis de cobre (control, 125, 250 y 500 mg Cu kg
de suelo). Por dltimo se aplica una dosis de ramnolipido de 1000 mg kg* de

suelo, para estudiar el efecto de éste en la fitoextraccion.
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Se trata, ademas, de conocer el efecto de los tratamientos sobre el
desarrollo y produccion de biomasa de las plantas en tres estadios: -dos hojas
verdaderas, -boton floral y -maduracion de frutos, tanto en la parte aérea como

en la raiz.

Ademas se analiza la parte aérea de la plantas, procedentes del ensayo
en invernadero, en el momento de mayor extraccion (boton floral), para

determinar el cobre presente en el material vegetal por ICP optico.

Finalmente se estudia la biodisponibilidad de Cu en los suelos, tanto en
los ensayos de germinacién en placa Petri como al final de los ensayos de
fitoextraccibn en macetas, realizando extraccion con AEDT y posterior

determinacién por espectrofotometria de absorcién atomica.

En general, tanto en los ensayos de germinacién en placa como en el
ensayo de invernadero, pudo verse el efecto fitotdéxico creciente del cobre y del
ramnolipido, disminuyendo esta fitotoxicidad cuando eran envejecidos en el
suelo, ya que el cobre es adsorbido por la arcilla, y el ramnolipido mejora la

estructura del suelo debido a su caracter surfactante.

La biomasa creada por las plantas de Brassica juncea, se vio afectada por
la contaminacién de cobre en el suelo en los primeros estadios de su desarrollo

pero no en los ultimos, no viéndose afectada por la presencia de ramnolipido.

La presencia de cobre en el suelo, mejoré la tasa de crecimiento relativo
(TCR) de las plantas que se obtuvieron en el periodo de 2 hojas verdaderas-
botdn floral, y no influy6é en el periodo de botén floral-maduracion de frutos. El
ramnolipido, sin embargo, no afecté en el primer periodo, y en el segundo mejoré

los valores de esta tasa.

La aplicacion de cobre al suelo hizo aumentar tanto el cobre disponible,
extraido con AEDT, como el acumulado en la parte aérea, determinado por ICP

Optico.

El rendimiento de la técnica de fitoextraccion resultd muy bajo, lo que
exigiria un numero muy alto de cosechas para reducir los niveles del

contaminacion hasta los niveles de referencia.
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1. INTRODUCCION

1.1 Problematica de la contaminacidn en suelos

1.1.1 Contaminacion causada por metales pesados

Segun Fuentes Yague JL., (1999), el suelo contiene pequefias cantidades de
cationes pesados, algunos de ellos esenciales para la nutricion de las plantas.
Cantidades excesivas de estos cationes pueden originar fitotoxicidad y una

contaminacion del suelo que puede durar varios afos.

Este autor propuso que el contenido de metales pesados proviene de

diversas fuentes:

- Aportes excesivos de estiércol de aves y porcino con porcentajes
importantes de cobre y zinc contenidos en el pienso.

- Aplicaciones repetidas de lodos de depuradora y residuos soélidos
urbanos.

- Algunos residuos industriales que se esparcen en el suelo.

- El plomo y otros metales pesados afiadidos a los combustibles pasan a la
atmosfera, ocasionando posteriormente la contaminacién de los suelos
préximos a las grandes vias de comunicacion.

- Los pesticidas empleados antiguamente, a base de cobre, mercurio y
otros metales pesados, ocasionaron una contaminacion que, en

ocasiones, perdura después de muchos afios.

Ademas explica que los cationes pesados (Mn, Cu, Zn), generalmente
polivalentes, son adsorbidos por el complejo de cambio con mucha energia, por
lo que no son desplazables por otros cationes y no se eliminan por lixiviacién, y
valora que la concentracion de metales pesados en el suelo no debe exceder de

las siguientes cantidades en partes por millén (ppm).

Cadmio........cooevviiennn. 1-3 ppm.
VA | o [T 150-300 ppm
Cobre......ccocvvviennnn 50-140 ppm
Mercurio...................... 1-1.5 ppm
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Estas concentraciones se refieren a un pH comprendido entre 6 y 7. Para
valores superiores del pH se pueden incrementar estas cifras.

Tabla 1: Aportes maximos anuales de metales pesados para suelos de diferente
capacidad de intercambio (expresados en kg/ha), (Fuentes Yagle JL., 1999).

CIC meq/100 g <5 5-15 >15
Cadimio 5,5 11 22
Zinc 280 560 1.120
Cobre 140 280 560
Niquel 140 280 560
Plomo 560 1.120 2.240

EVALUACION DE LA CONTAMINACION

Los organismos que viven en el suelo descomponen, absorben o
degradan, con mayor o menor eficacia, los contaminantes presentes. Fuentes
Yague JL., (1999), define la biodisponibilidad de un contaminante como la
cantidad de ese contaminante que puede ser absorbido por un determinado
organismo Yy la mide por los efectos que causa, y por eso un mismo elemento
quimico no tiene siempre la misma disponibilidad, ya que depende de aquellas

caracteristicas del suelo que afectan a su concentracion y a su movilidad.

También expone que la absorcion de contaminantes por los organismos
del suelo altera las funciones de esos organismos y, por tanto, produce un
deterioro de la funcion depuradora del suelo. Sin embargo, la biodisponibilidad
de un contaminante determinado no es la misma para los diferentes organismos,
por lo que la funcion depuradora del suelo puede ser mantenida por aquellos

organismos que no resultan afectados.

Explica que para evaluar la toxicidad de un contaminante se emplean dos
procedimientos: analisis quimico de suelos y plantas, que permite una

evaluacion cuantitativa, y ensayos con organismos de los distintos niveles de la

4
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cadena tréfica (microorganismos, lombrices, plantas), para obtener una

evaluacion cualitativa.

La contaminacion de un suelo puede influir negativamente en su calidad y por
tanto en su capacidad para sostener el crecimiento de la plantas y otros

organismos. (Maqueda, 2003).

Hay que sefialar que también se desarrollan diversos procesos bioquimicos
que ayudan a la depuracion de materiales toxicos. Muchos son los
microorganismos, en especial bacterias, que participan en estas reacciones
bioguimicas. En realidad, el nimero de microorganismos presentes en un suelo
determinado dependen de su historia, sobre todo en relacion a los contaminantes
gue haya recibido con anterioridad. Por término medio, un suelo fértil que haya
estado poco contaminado suele tener del orden de 107 a 10° microorganismos

por gramo de suelo (Doménech, 1993).

Este autor clasifica la contaminacion de los suelos en dos grandes tipos
atendiendo al origen de la misma, enddégena y exdgena, segun que los
contaminantes provengan del mismo sistema edéafico o bien provengan del

exterior:

En la contaminacion enddgena, el problema surge cuando alguno de los
constituyentes normales del suelo esta presente en una forma quimica no
habitual que ocasione su acumulacion en determinados puntos del medio, y lo
haga particularmente nocivo para las especies cuyo crecimiento dependa de la
composicién quimica del suelo. En realidad, hay una estrecha relacion entre la
composicion mineral de los horizontes superficiales del suelo y la roca
subyacente a él. Esta relacion depende de los distintos procesos quimicos que
ocurren en este medio, como son las reacciones acido-base, oxidacion-
reduccion, complejacion, asi como procesos de adsorcion-desorcion. En este
sentido, una accion externa, ya sea provocada por el hombre o ya sea por
condiciones meteorologicas andmalas, puede dar lugar a una descompensacion
del equilibrio existente entre dichas reacciones quimicas en suelo, dando lugar

a una acumulacioén extrafia de alguna especie.
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La contaminacion exégena del suelo aparece cuando una sustancia esta
presente a concentracidon superior a sus niveles naturales debido a causas
ajenas al suelo o la roca madre, y tiene un impacto negativo en alguno o todos
los constituyentes del mismo. Un caso tipico de contaminante exdégeno es el
petréleo o sus productos derivados, los cuales son vertidos directamente al

suelo, intencionada o accidentalmente.

A nivel estatal los suelos contaminados se regulan en la Ley 22/2011, de 28
de julio, de Residuos y suelos contaminados, asi como en el Real Decreto
9/2005, de 14 de enero, por el que se establece la relacion de actividades
potencialmente contaminantes del suelo y los criterios y estandares para la
declaracion de suelos contaminados. Esta relacion de actividades
potencialmente contaminantes ha sido modificada por la_Orden PRA/1080/2017,

de 2 de noviembre.
En Andalucia, la Ley 7/2007, de 9 de julio, de Gestion Integrada de la Calidad

Ambiental, incluye distintas disposiciones sobre suelos contaminados en el
capitulo IV del Titulo IV.

Dicha ley ha sido desarrollada por el Decreto 18/2015, de 27 de enero, por el

gue se aprueba el Reglamento que requla el régimen aplicable alos suelos

contaminados (287 kb), norma de referencia para la gestion de los suelos

contaminados, asi como a las actividades potencialmente contaminantes de los

suelos, en Andalucia. (Junta de Andalucia, 1999).

1.1.2 Elementos potencialmente toxicos

De los 118 elementos conocidos por el hombre, 91 son metales, por lo que
no es de extrafiar que las posibilidades de contaminacion metalica en el
ambiente sean numerosas. Los metales son materias naturales que desde la
edad de hierro han desempefiado un papel fundamental en el desarrollo de las
civilizaciones. El problema surge cuando ha proliferado su uso industrial y su
empleo creciente en la vida cotidiana, llegando en algunas zonas a
concentraciones toxicas, por lo que se conocen como elementos potencialmente
toxicos (EPTS).



https://www.juntadeandalucia.es/medioambiente/vgn-ext-templating/v/index.jsp?vgnextoid=d456552f4c5af510VgnVCM2000000624e50aRCRD&vgnextchannel=55a83d22e9775310VgnVCM2000000624e50aRCRD
https://www.juntadeandalucia.es/medioambiente/vgn-ext-templating/v/index.jsp?vgnextoid=d456552f4c5af510VgnVCM2000000624e50aRCRD&vgnextchannel=55a83d22e9775310VgnVCM2000000624e50aRCRD
https://www.juntadeandalucia.es/medioambiente/portal_web/web/temas_ambientales/suelo/suelos_contaminados/reglamento_suelos_contaminados.pdf
https://www.juntadeandalucia.es/medioambiente/portal_web/web/temas_ambientales/suelo/suelos_contaminados/reglamento_suelos_contaminados.pdf
https://www.juntadeandalucia.es/medioambiente/portal_web/web/temas_ambientales/suelo/suelos_contaminados/reglamento_suelos_contaminados.pdf
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Los EPTs son peligrosos porgue no son quimica ni biolégicamente
degradables. Una vez emitidos, pueden permanecer en el ambiente
indefinidamente. Asi, la ingesta de plantas o animales contaminados puede

provocar sintomas de intoxicacion.

Se ha demostrado cientificamente que los EPTs pueden causar graves
problemas ambientales, y la exposicidn a metales pesados puede llegar a ser
causa de la degradacién y muerte de ecosistemas terrestres y acuaticos

incluyendo dafios directos en el ser humano.

Hay elementos en el suelo que son minoritarios, y ocurre, que
concentraciones anormalmente altas de estos elementos se han vuelto toxicas
para los organismos. Dentro de este grupo de elementos potencialmente toxicos

son muy abundantes los denominados metales pesados.

Se considera metal pesado a aquel elemento que tiene una densidad igual o
superior a 5 g cm 2 cuando esta en forma elemental. (Breckle, 1991; Tiller, 1989).
Comunmente se extiende el uso del término a elementos de caracter metalico
con namero atémico superior a 20 (excluyendo a los metales alcalinos y alcalino-
térreos). Su presencia en la corteza terrestre es inferior al 0,1% y casi siempre
menor del 0,01. Dentro de los elementos potencialmente toxicos (EPTs) hay dos

grupos:

¢ Oligoelementos o micronutrientes, que son los requeridos en pequefias
cantidades, o cantidades traza por plantas y animales, y son necesarios
para que los organismos completen su ciclo vital. Pasado cierto umbral se
vuelven téxicos. Dentro de este grupo estan: As, B, Co, Cr, Cu, Mo, Mn,
Ni, Sey Zn.

e Metales sin funcién biolégica conocida, cuya presencia en determinadas
cantidades en seres vivos lleva aparejadas disfunciones en el
funcionamiento de sus organismos. Resultan altamente toxicos y
presentan la propiedad de acumularse en los organismos Vivos.

Destacan, principalmente: Cd, Hg, Pb, Ni, Sb, Bi.

Las rocas igneas ultrabasicas (como las peridotitas y las serpentinas)

presentan los mas altos contenidos en metales, seguidas de las igneas basicas
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(como los gabros y basaltos). Las menores concentraciones se encuentran en
las rocas igneas acidas (como el granito) y en las sedimentarias (como las

areniscas y las calizas).

En los suelos, los mas abundantes son el Mn, Cr, Zn, Ni y Pb (1-1500 mg
kg*; el Mn puede llegar a 10000 mg kg™'). En menores concentraciones se
encuentran el Co, Cu y As (0,1-250 mg kg-1 ) y con minimas concentraciones el
Cdy Hg (0,01-2 mg kg-1 ), segun Bowen (1979).

1.1.3 Umbrales de contaminacion

Segun la Junta de Andalucia, 1999, para definir los umbrales de toxicidad
para los distintos contaminantes, un primer paso, muy Util, es calcular los valores
normales que presentan los suelos naturales, no contaminados. A partir de este
fondo geoquimico se puede establecer los umbrales minimos que pueden
representar contaminacion y definir los niveles de toxicidad. Estos niveles han
de ser contrastados con estudios sobre las repercusiones en vegetales y
animales. Para el reconocimiento de la contaminacion se utilizan los "niveles de
referencia” que conllevan sistemas de alerta, vigilancia y control. Por encima de
estas guias se encuentran los "niveles de intervencidén" que obligan ya a tomar
medidas correctoras. La toxicidad de un suelo debida a los metales pesados y
elementos asociados es una consecuencia directa de sus concentraciones en
las fases bioasimilables; es decir, la solucion del suelo y las formas adsorbidas.
Esta fraccidén asimilable se equipara a la extraida por DTPA o por AEDT y a ella
se deberian referir los diferentes niveles de toxicidad. Pero las normativas
prefieren evaluar la cantidad total de elemento toxico presente.

Se supone que existe un equilibrio entre la fase soluble y la cantidad total
presente (Lindsay, 1979, calcula que al menos el 10% del total se encuentra en
fase soluble). Pero en esta correspondencia intervienen numerosos factores
tanto del elemento téxico en si como de las caracteristicas del propio suelo. Por
ejemplo, para una misma concentracion de elementos téxicos en un suelo, la
concentracion de la fase asimilable sera mucho mas elevada para un suelo acido

gque para uno neutro o alcalino.
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Seria correcto indicar que la concentracién en la fase asimilable es una
medida directa de la peligrosidad real o presente, mientras que la concentracion
total es valida para evaluar la peligrosidad potencial o futura y solo representa

de una manera indirecta y aproximada de la toxicidad actual de un suelo.

El nivel de referencia representa el maximo valor admisible para los suelos
no contaminados. Normalmente se calcula por el percentil del 90 de los valores
correspondientes a los suelos naturales, no contaminados. Indica que el 90% de
los suelos presentan valores inferiores a él. Para este umbral se debe conocer
el pH del suelo y el contenido total de As, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Mo, Ni, Pb, Se,
Sn, Tly Zn.

El nivel de investigacion hace referencia a suelos contaminados y se
proponen una serie de determinaciones para evaluar la posible toxicidad de la

contaminacion.

1.2. Riesgo ambiental. Movilidad y biodisponibilidad de los EPTs

Es un hecho la contaminacién que producen los ETPs en suelos y
sedimentos en los paises industrializados. En muchos casos, la presencia de
dicha contaminacién impone severas restricciones al uso del suelo, debido a los
riesgos inherentes para la salud humana, o implica impactos medioambientales
inaceptables, con graves efectos, para el funcionamiento de los ecosistemas o

la calidad de las aguas (subterraneas y superficiales).

Las caracteristicas del suelo juegan un papel importante en reducir o
aumentar la disponibilidad y toxicidad de los EPTs en el suelo (Colombo y col.,
1998).

Los metales tienden a acumularse en la superficie del suelo quedando
accesibles al consumo de las raices de los cultivos (Baird, 1999). Las plantas
cultivadas en suelos contaminados absorben en general mas oligoelementos y
la concentracidén de éstos en los tejidos vegetales esta a menudo directamente
relacionada con su abundancia en los suelos, y especialmente en la solucién del
suelo (Kabata-Pendias & Pendias, 2001). Gulson y col., (1996) mencionan que

excesivas concentraciones de EPTs en el suelo podrian impactar en la calidad
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de los alimentos, la seguridad de la produccién de cultivos y la salud, ya que
estos se pueden transmitir a través de la cadena alimenticia hasta los seres

humanos.

1.2.1. Dindmica de los elementos potencialmente toxicos
Los EPTs incorporados al suelo pueden seguir cuatro diferentes vias:

e Pueden quedar retenidos en el suelo, ya sea disueltos en la solucion del

suelo o bien fijados por procesos de adsorcion, complejacion y precipitacion.

e Pueden ser absorbidos por las plantas y asi incorporarse a la cadena

trofica.
e Pueden pasar a la atmésfera por volatilizacion.

e Pueden movilizarse a las aguas superficiales o subterraneas.

1.2.2. Factores del suelo que afectan a la movilidad de los elementos

potencialmente toxicos

El efecto téxico que va a producir un agente contaminante en el suelo va

a depender de una serie de caracteristicas edéficas:
e pH.

Es un factor esencial. La mayoria de los metales tienden a estar mas
disponibles a pH é&cido, excepto As, Mo, Se y Cr, los cuales tienden a estar mas
disponibles a pH alcalino. En general, en medios de pH moderadamente alto se
produce la precipitacion del metal como hidréxido. Sin embargo, en medios muy

alcalinos, pueden nuevamente pasar a la solucién como hidroxicomplejos.
e Textura.

Los suelos arcillosos tienden a adsorber los EPTs, debido a sus mayores
capacidades de cambio que los suelos arenosos, en los que, al carecer de esa
capacidad de fijacion, los metales pueden pasar mas rapidamente a capas

inferiores del suelo y contaminar los niveles freaticos.

10
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e Mineralogia

Cada especie mineral del suelo tiene unos determinados valores de
superficie especifica y descompensacion eléctrica. Ambas caracteristicas son

las responsables del poder de adsorcion de cada grupo de minerales

Los 6xidos e hidroxidos de Fe y Mn, juegan un importante papel en la
retencion de los metales. Tienen una alta capacidad de fijar los metales. Ademas,
estos compuestos se presentan finamente diseminados en la masa del suelo por
lo que son muy activos. Los suelos con altos contenidos de Fe y Mn tienen una
gran capacidad de adsorber metales, especialmente Cu, Pb y en menor

extension Zn, Co, Cr, Mo y Ni.
e Materia Organica.

Muchos elementos forman complejos con la materia organica del suelo,
pudiendo tener un doble efecto en la movilidad de EPTs. La materia organica
soluble puede formar complejos que solubilicen los metales, mientras que la

materia organica no soluble puede inmovilizarlos.

La complejacion por la materia organica del suelo es uno de los procesos
gue gobiernan la solubilidad y la biodisponibilidad de EPTs. La toxicidad de los
metales se potencia en gran medida por su fuerte tendencia a formar complejos
organometalicos, lo que facilita su solubilidad, disponibilidad y dispersion. La
estabilidad de muchos de estos complejos frente a la degradacion por los
organismos del suelo es una causa muy importante de la persistencia de la
toxicidad. Pero también la presencia de abundantes quelatos puede reducir la

concentracion de otros iones téxicos en la soluciéon del suelo.
e Condiciones redox.

El potencial de oxidacién-reduccion es responsable de que el elemento se
encuentre en uno u otro estado de oxidacion, con distintas propiedades en cada
caso. Por ejemplo, en condiciones reductoras el Fe3* se transforma en Fe?*,

siendo generalmente los iones reducidos mas solubles.

Las condiciones redox pueden afectar también a metales que estan

asociados o adsorbidos a hidroxidos de Fe y Mn.

11
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e Salinidad.

El aumento en salinidad puede incrementar la movilidad de metales
pesados por dos mecanismos. Primeramente los cationes asociados con las
sales (Na, K) pueden reemplazar a los metales en lugares de adsorcion. En
segundo lugar los aniones cloruro pueden formar complejos solubles estables
con algunos metales tales como Cd, Zn y Hg. Tienden a dar suelos de pH

basicos.

En definitiva, segun la forma en la que se encuentre el metal retenido en
el suelo, asi serd la disponibilidad relativa por las plantas y por tanto la

incorporacion en los organismos.

Otro factor a tener en cuenta es el tiempo, ya que la movilidad disminuye
con el transcurso del tiempo, porque los metales se van fijando en las posiciones
de adsorcién mas fuertes. Este proceso se conoce como atenuaciéon natural de

la disponibilidad de los metales o envejecimiento.

En general se considera que la movilidad de los EPTs es muy baja,
quedando acumulados en los primeros centimetros del suelo, siendo lixiviados a

los horizontes inferiores en pequefas cantidades.

1.2.3. Biodisponibilidad de elementos potencialmente toxicos

El término biodisponibilidad es muy usado en la actualidad en distintas
disciplinas. En el contexto que nos ocupa, biodisponibilidad hace referencia a la
extensidon en que un contaminante esta disponible para ejercer un efecto adverso
sobre los seres humanos u otros organismos (Batelle y Exponent, 2000; Kelley
y col., 2002). En una evaluacion de riesgos medioambientales que incluya suelos
y sedimentos, esta definicion incluye la extension en que el metal se puede
disociar del medio en que se encuentra y llegar a estar disponible para ser
absorbido (Batelle y Exponent, 2000).

Las plantas son indicadores muy importantes de la fitodisponibilidad y
biodisponibilidad de los contaminantes en el suelo (Basta y Gradwohl, 2000); el

estudio de la absorcion de los mismos por parte de las plantas es muy importante

12
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para poder establecer las rutas de exposicion de los contaminantes presentes
en el suelo, y aunque en la actualidad, existen numerosos procedimientos (Hund-
Rinke y col., 2003) no existe una metodologia estandar universalmente aceptada

para realizar estos ensayos.

1.3. Recuperacion de los suelos contaminados por EPTs

Los metales no son sustancias degradables en el suelo, las tecnologias
para el tratamiento de estos suelos deben basarse, en la extraccion, o en la

contencién/ inmovilizacién de los contaminantes en la matriz edéfica.

Por esta razon diversas investigaciones se han enfocado en desarrollar
técnicas que exploten de forma conjunta los procesos bioldgicos dependientes
de plantas y microorganismos, asi como procesos quimicos, como el uso de
agentes quelantes o secuestrantes para reducir el uso inherente asociado con

los suelos contaminados con metales. (Maqueda, 2003).

1.3.1. Fitorrecuperacién o fitorremediacion

Es el uso de plantas para limpiar ambientes contaminados. Aunque se
encuentra en desarrollo, constituye una estrategia muy interesante, debido a la
capacidad que tienen algunas especies vegetales de absorber, acumular y/o
tolerar altas concentraciones de contaminantes como metales pesados,

compuestos organicos y radioactivos (PQB, 2003).

En las ultimas décadas del siglo XX surgieron tecnologias basadas en el
empleo de organismos vivos para descontaminar suelos o emplazamientos
contaminados y recuperar los ecosistemas afectados. Cuando estas tecnologias
se basan en el uso de plantas, globalmente reciben el nombre de

fitorrecuperacion.

La fitorrecuperacion de suelos contaminados se basa en el uso conjunto
de plantas, enmiendas del suelo y técnicas agronémicas para eliminar, retener,
o disminuir la toxicidad de los contaminantes del suelo (Chaney y col., 1997).

Este grupo de fitotecnologias retne un gran numero de ventajas, especialmente

13
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la limpieza y la economia; no utilizan reactivos quimicos peligrosos, ni afectan
negativamente a la estructura del suelo; ademas, el proceso se realiza 'in situ'

evitando costosos transportes (Cunningham y col., 1995).

El potencial de las plantas para extraer, contener o inmovilizar los metales
presentes en suelos/sedimentos contaminados se muestra en la actualidad
como una alternativa ambientalmente atractiva frente a las practicas mas
habituales basadas en la excavacion y el depdsito en vertederos, o el tratamiento

fisico-quimico. Las plantas acttan a través de dos fenébmenos distintos:
1) estabilizacion/fijacion de los contaminantes en el suelo/sedimento.

2) absorcion de los mismos por las raices y su acumulacién en la parte
aérea de las plantas, lo que conlleva la descontaminacion gradual de los suelos

y sedimentos.

El gran interés despertado por las plantas hiperacumuladoras,
especialmente para recuperar un ambiente contaminado, obliga también a
resolver problemas relativos a otras disciplinas. Brooks, (1998) hace hincapié en
ello y destaca la importancia para el avance de la fitorrecuperacion, la integracién
de diversos campos cientificos como botanica, fisiologia, agronomia, quimica y

genética.

Estas fitotecnologias se pueden aplicar tanto a contaminantes organicos
como inorganicos, presentes en sustratos solidos, liquidos o en el aire. Se

distinguen:

e Fitoextraccion: uso de plantas acumuladoras de elementos toxicos o

compuestos organicos para retirarlos del suelo mediante su absorcion y

concentracion en las partes cosechables.

e Fitoestabilizacién/fitoinmovilizacién: uso de plantas para reducir la

biodisponibilidad de los contaminantes en el entorno, mejorando las propiedades

fisicas y quimicas del medio. Es una técnica de contencion.

e Fitovolatilizacion: uso de plantas para eliminar los contaminantes del

suelo mediante su volatilizacion.

14
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e Fitodegradacion: uso de plantas y microorganismos asociados para
degradar contaminantes organicos.

La fitorrecuperacion, por si misma, muestra una serie de limitaciones,

tales como:
¢ el contaminante tiene que estar cercano a la rizosfera.

e las condiciones fisicas y quimicas del suelo (tales como el pH, la
salinidad y el contenido de nutrientes), que pueden limitar el crecimiento

vegetal.

e la concentracion del contaminante (que debe estar dentro de los limites

tolerables para la planta).
e riesgos de lixiviacion de los contaminantes mas moviles.
e accesibilidad a la zona contaminada.

e El proceso se limita a la profundidad de penetracién de las raices o

aguas poco profundas.
e Los tiempos del proceso pueden ser prolongados.

Por lo tanto, estas tecnologias son especialmente Gtiles para su aplicacién
en grandes superficies, con niveles de contaminacion bajo, y deben considerarse

procesos de recuperacion a largo plazo.
Entre las ventajas que presentan estas técnicas, destaca:

e Se pueden realizar in situ, es decir sin necesidad de transportar el suelo

0 sustrato contaminado.

e Las plantas pueden ser utilizadas como entidades extractoras de bajo

costo econdmico para depurar suelos y aguas contaminadas.
e Permiten su aplicacion, tanto a suelos como a aguas.

e SOlo requieren practicas agronémicas convencionales.
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e ActUan positivamente sobre el suelo, mejorando sus propiedades fisicas
y quimicas, y son medioambientalmente aceptables, debido a que se

basan en la formacion de una cubierta vegetal.

e Algunos procesos degradativos ocurren en forma mas rapida con

plantas que con microorganismos.

1.3.2. Fitoextraccién inducida por agentes quelantes

.Con objeto de mejorar el proceso de fitoextraccion, se puede facilitar la
absorcidbn de metales por las plantas mediante la aplicacibn de agentes
guelantes. Estas sustancias ayudan a solubilizar los metales en el suelo y a
translocarlos desde las raices hasta la parte aérea de las plantas.

De acuerdo con lo anterior, existen dos estrategias bésicas:

e Fitoextraccidon continua: se basa en el cultivo de especies

hiperacumuladoras. La absorcién de metales se produce durante toda la fase de
crecimiento de la planta, presentando un comportamiento casi lineal hasta
alcanzar el maximo crecimiento del cultivo, momento en el que debe producirse

la cosecha.

e Fitoextraccion asistida o inducida: consiste en el crecimiento de

cultivos de elevada biomasa que son inducidos a acumular altas concentraciones
de metales mediante la aplicacion de enmiendas quimicas al suelo, como los

agentes quelantes.

La aplicacion de agentes quelantes al suelo en la fitoextraccion inducida
se basa en que son capaces de formar complejos muy estables con los metales,
aumentando asi su solubilidad. De esta manera, son mas facilmente absorbidos

por las plantas.
Segun su poder complejante, los agentes se clasifican en:
e Fuertes: AEDT, HEEDTA, DPTA, NTA.

e Medios: Poliflavonoides, sulfonatos, acidos humicos y fualvicos,

aminodcidos, acido glutdmico, polifosfatos.
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e Débiles: Acido citrico, acido ascorbico, acido tartarico (Bertsch, 1995).

Cuanto mas fuerte sea un quelatante, mas estable es el complejo, mas

eficiencia de aplicacion y mejor absorcion a través de la cuticula.

El AEDT es un compuesto sintético que se ha utilizado frecuentemente en
el estudio de la fitoextraccion asistida de metales en suelos contaminados, ya
gue es una de las sustancias con mayor capacidad quelante y es muy efectivo
para aumentar la concentracion de metales en la parte aérea de las plantas

(Nascimento y col., 2006).

En un ensayo de extracciéon de cobre con AEDT realizado por Carvajal S.,
(2016), se obtuvo que la disponibilidad de cobre en el suelo presentd una
correlacion significativa con la cantidad de cobre extraida por las plantas y se
comprobd que en un suelo con mayor cantidad de arcillas el cobre quedaba mas

fuertemente retenido.

Sin embargo, el AEDT presenta una baja degradabilidad y su gran
persistencia en el ambiente puede suponer la introduccién de un contaminante
adicional al medio. La excesiva solubilizacion de metales producida por el AEDT
puede implicar un riesgo de lixiviacién a las aguas subterraneas y ademas puede
resultar toxico para las plantas y los microorganismos, incluso a bajas

concentraciones (Evangelou y col., 2006).

Por ello se han propuesto otros compuestos sustitutos del AEDT de mayor
biodegradabilidad aunque de menor capacidad quelante, lo que puede limitar su
utilizacién en la fitoextraccidén inducida. El éxito de esta técnica depende de
alcanzar un compromiso entre la rapida degradacion de estas sustancias en el

medio y su capacidad para movilizar los metales de forma efectiva.

1.4. Biosurfactantes

Son compuestos naturales producidos principalmente por ciertos hongos
y bacterias. Estas moléculas tienen propiedades emulsificantes y dispersantes.
Los microorganismos sintetizan biosurfactantes cuando la fuente de carbono es

poco soluble o insoluble en agua, de tal manera que sintetizan moléculas con
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propiedades tensoactivas que favorezcan la biodegradacion de los sustratos
insolubles (Supaphol y col., 2011).

1.4.1. Composicion y funcion de los biosurfactantes

Los biosurfactantes microbianos (BS) son moléculas anfipéaticas
compuestas por dos regiones, la region hidrofilica o polar compuesta de un
carbohidrato (ramnosa, trehalosa, manosa) o un aminoacido y la region
hidrofébica o no polar constituida de una cadena hidrocarbonada de longitud
variable (acidos grasos saturados e insaturados); pueden ser anionicos,
cationicos, no ionicos y switerionicos (Desai & Banat, 1997). Los BS estan
agrupados en aquellos que son de alto peso molecular cuya composicion
bioguimica se basa en lipopolisacaridos y lipoproteinas y los que son de bajo
peso molecular normalmente su composicién son acidos grasos, glucolipidos y

lipopéptidos (Banat y col., 2000; Banat y col., 2010).

Los BS tienen propiedades emulsificantes, dispersantes,
impermeabilizantes,  suavizantes, lubricantes y humectantes. Los
microorganismos producen BS para reducir la tension superficial (TS) e
interfacial entre fases liquido/liquido, gas/liquido, o sélido/liquido. Los BS
producidos por P. aeruginosa y R. erythropolis disminuyen la TS a 25y 36 mN/m

respectivamente.

Los BS favorecen la biodisponibilidad de los contaminantes al establecer
un equilibrio de desorcion-solubilizacién, desplazan preferentemente el equilibrio
hacia la fase acuosa y permiten que se lleven a cabo los diferentes procesos de
transporte (difusivo y convectivo) y biodegradacién del contaminante (Rosenberg
& Ron, 1999; Kitamoto y col., 2002).

1.4.2. Recuperacion mediante biosurfactantes de suelos contaminados por
EPTs

La biorremediacién se ha visto favorecida con la presencia de surfactantes

y/o biosurfactantes, donde la biodisponibilidad se ha considerado como uno de
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los factores mas benéficos para la biorremediacion y la posible inhibicion y/o

toxicidad.

La mayoria de los estudios publicados demuestran que la desorcion y la
movilidad del contaminante hidréfobo en el suelo pueden ser mejorados con la
adicion de surfactantes. Segun Volkering y col., (1998) los mejores parametros
para la seleccion de un surfactante para la remediacion bioldgica, es la tension

interfacial y la desorcion del contaminante.

Los biosurfactantes mas estudiados en biorremediacion son los
ramnolipidos (RL), sintetizados por Pseudomona aeruginosa, la surfactina
(Olivera y col., 2000) los lipopéptidos (Tecon y Van der Meer, 2009) y los
soforolipidos (Schippers, 2000). En estudios a escala de laboratorio Yin y col.,
(2008) demostraron que el uso de ramnolipidos resultaba mas eficiente para la
remediacion de efluentes contaminados con petréleo que los surfactantes

comerciales.

En ensayos tipo batch la adiccion de disoluciones de ramnolipido JBR-
425 a un suelo contaminado con 1000 mg Cu kg de suelo, en un estudio de
fitoextracciébn, aumentdé la extractabilidad de Cu del suelo, siendo la

concentracion de 10000 mg RL kg de suelo la mas efectiva (Carvajal S., 2016).

1.5 Sulfato de cobre
1.5.1 Descripcion de la molécula de sulfato de cobre

Segun Collings (1969), el sulfato de cobre en estado natural se presenta
como un mineral llamado calcantita, usado como fertilizante y fungicida para

arboles frutales.

El sulfato de cobre Il es un compuesto quimico derivado del cobre que
forma cristales azules, solubles en agua y metanol y ligeramente solubles en
alcohol y glicerina. Su forma anhidrica (CuSOa4) es un polvo verde o gris-blanco

palido, mientras que la forma hidratada (CuS0O4.5H20) es azul brillante.
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1.5.2 Propiedades quimicas del cobre

Tabla 2: propiedades quimicas del cobre (Wright J. 2003).

Numero atémico 29

Valencia 1,2

Estado de oxidacion +2

Electronegatividad 1,9
Radio covalente (A) 1,38
Radio ionico (A) 0,69
Radio atomico (A) 1,28

Configuracion electrénica [Ar]3d1%4st

Primer potencial de ionizacion (eV) 7,77
Masa atémica (g/mol) 63,54
Densidad (g/ml) 8,96
Punto de ebullicién (°C) 2595
Punto de fusion (°C) 1083

Elemento quimico, de simbolo Cu, con niumero atémico 29; uno de los
metales de transicién e importante metal no ferroso. Su utilidad se debe a la
combinacion de sus propiedades quimicas, fisicas y mecanicas, asi como a sus
propiedades eléctricas y su abundancia. El cobre fue uno de los primeros

metales usados por los humanos.

El cobre es el primer elemento del subgrupo 11 de la tabla periddica y
también incluye los otros metales de acufiacién, plata y oro. Su atomo tiene la
estructura electrénica 1s22s22p®3s23p®3di°4s?. El bajo potencial de ionizacion del
electrén 4s! da por resultado una remocion facil del mismo para obtener cobre(l),
o0 ion cuproso, Cu*, y el cobre(ll), o ion cuprico, Cu?*, se forma sin dificultad por
remocion de un electron de la capa 3d. El peso atomico del cobre es 63.546.
tiene dos is6topos naturales estables %3Cu y °Cu. También se conocen nueve
isétopos inestables (radiactivos). El cobre se caracteriza por su baja actividad
quimica. Se combina quimicamente en alguno de sus posibles estados de

valencia. La valencia mas comun es la de 2+ (cuprico), pero 1+ (cuproso) es
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también frecuente; la valencia 3+ ocurre sélo en unos cuantos compuestos

inestables.

De los cientos de compuestos de cobre, sélo unos cuantos son fabricados
de manera industrial en gran escala. El mas importante es el sulfato de cobre(ll)

pentahidratado o azul de vitriolo, CuSOa4-5H20.

1.5.3 Uso del sulfato de cobre en la agricultura

El caldo bordelés o sulfalto cupro-célcico es considerado como el primer
producto fitosanitario, desarrollado para controlar el mildiu de la vid a finales del
siglo XIX. Desde entonces y hasta nuestros dias, el cobre se ha venido usando
ampliamente para controlar maltiples enfermedades causadas por hongos y por

bacterias.

Su uso estd ampliamente extendido en cultivos como olivo, vifia, patata,
arboles frutales y cultivos horticolas. A pesar de que esté incluido como sustancia
apta para agricultura ecologica, las autoridades europeas consideran que debe

limitarse su uso para evitar riesgos a los operarios y al medio ambiente.

El efecto fungicida y bactericida del cobre se debe a que los iones Cu?* se
acumulan en el interior de las células del hongo o en las bacterias causando el

mal funcionamiento de multiples enzimas imprescindibles para su desarrollo.

Sélo una muy pequefia proporcion del cobre aplicado (menos del 0.01%)
puede ser liberado en forma de Cu?*, pasar a la superficie foliar y ser absorbido

por los hongos y las bacterias.

Para conseguir una mayor eficacia es importante que dicha proporcién, o

indice de biodisponibilidad, sea significativamente mayor.

Los hidroxidos de cobre tienen una estructura cristalina muy ramificada,
que recuerda la forma de un copo de nieve. De esta forma hay mucha mas
superficie externa con iones de Cu?* que pueden pasar facilmente a la disolucién

acuosa presente en la superficie foliar y de ahi a las células del hongo.
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El tamafio de particula es también una forma de incrementar la superficie
total, pero un tamafo excesivamente reducido puede hacer que no sea bien

retenido por la hoja y pueda ser facilmente lavado por la lluvia.

La Union Europea esta preocupada por los altos niveles de cobre usados
en agricultura, ya que suponen graves problemas de acumulaciéon en suelos y

en aguas subterraneas.

El cobre es uno de los mas importantes elementos para las plantas y los
animales. El exceso de Cu puede producir deficiencia de Zn y viceversa. Las
formas asimilables por las plantas son el [Cu(H20)¢]?* para los suelos &cidos y
como Cu(OH)? en los neutros y alcalinos. El Cu es fuertemente fijado en los
suelos y por tanto es un metal muy poco mévil (Baker y Senft, 1995) y muy poco
sensible a los cambios de pH. La materia organica y los 6xidos de Fe y Mn son
los parametros mas importantes para la adsorcion del Cu, jugando las arcillas y
la capacidad de cambio acciones mucho menos decisivas. Los acidos humicos
y falvicos se unen fuertemente al Cu?* formando quelatos solubles. Son muy
numerosos los minerales que por alteracion liberan Cu, como son los sulfuros,
sulfatos, sulfosales y carbonatos; principalmente: calcopirita CuFeS2, cuprita
Cu20, malaguita Cuz2(OH)2(C0Oz3)? y azurita Cuz(OH)2(COs3)>.

En los suelos podemos encontrar el Cu como: iones solubles, complejos
inorganicos solubles, complejos organicos solubles, formando complejos
organicos estables, adsorbido por los 6xidos de Mn, Fe y Al, adsorbido por la
materia organica y por las arcillas, y formando parte de las estructuras de los
minerales. En general el Cu se encuentra unido al complejo de cambio mas que
formando minerales. Los suelos con altos contenidos en materia organica toleran
altas concentraciones de Cu. En la corteza terrestre se presenta con una
concentracion media de 45-50 mg/kg (Alloway, 1995; Baize, 1997). En cuanto a
las rocas, como ocurre con muchos de los metales pesados, los contenidos mas
bajos se presentan en las rocas igneas acidas y en las sedimentarias tipo calizas
y areniscas, con valores desde los 5,5 mg/kg de las calizas, hasta los 30 mg/kg.
Los contenidos de las rocas igneas basicas, como los basaltos, los valores se
suben hasta los 90 mg/kg de media (Baker y Senft, 1995). En los suelos

naturales los valores mas frecuentes son de 10-30 mg/kg. Los niveles de

22



Introduccion Marco A. Marquez Esteban

referencia se sitan entre 17-100 mg/kg y los de intervencion oscilan entre 100-
800, quedando los umbrales para los suelos agricolas reducidos a 50 mg/kg para

los suelos acidos y de 100 para los neutros y alcalinos.

1.6 Brassica juncea
1.6.1 Identificacion y descripcidon botanica de la planta

Se usa el nombre de mostaza parda para contrastar a esta especie con la
mostaza blanca o amarilla (Sinapsis alba) y la mostaza negra (Brassica nigra).

Se parece al conocido nabo (Brassica rapa), pero tiene las hojas
superiores con peciolos. De otras especies de Brassica se puede distinguir por
tener pétalos de mas de 6 mm de largo y sélo 2-3 pares de particiones en las
hojas basales (diferencias con Brassica tournefortii) y por tener los frutos
extendidos o apuntados hacia arriba, pero no muy pegadas al raquis y de 3 o
mas cm de largo (diferencia a la mostaza negra, Brassica nigra).

Se puede confundir especialmente con las demas especies de Brassica.
Posiblemente también se puede confundir con Diplotaxis muralis y con las
especies de Sisymbrium.

Descripcidn técnica
Descripcién basada en Marzocca, (1976) y Rollins, (1993).

Habito y forma de vida: Hierba anual, glabra o algo pubescente, mas o menos
glauca, erecta, algo ramificada.

Tamafno: De 30 a 130 cm.
Tallo: Cilindrico y glauco (con una capa de cera), ramificado.

Hojas: Inferiores con peciolos largos, de 10-25 cm de largo, lirado-pinnatifidas,
irregularmente dentadas, con el I6bulo terminal mas grande u ovalado; I6bulos
laterales menores y escasos; hojas superiores con o0 sin peciolos, alternas,
oblongo-elipticas, lanceoladas o lineares, mucho méas pequefias, con uno o dos

I6bulos laterales y pocos dientes; la base es atenuada.
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Inflorescencia: Racimos de hasta 30 cm.
Flores: Flores amarillas, 1,2 cm o0 méas en didmetro, pedicelos de 7-15 mm.

Frutos y semillas: Pedicelos delgados, 1-1,5 cm de largo, silicuas glabras y
cilindricas, extendidas a erectas, pero no adpresas, de 3-6 cm de largo, con un
pico delgado y sin semillas, no mayor de 1/3 del fruto. Semillas globulares, de

1,5-2 mm en diametro, color café oscuro, con dibujo reticulado puntiforme.
Plantulas: Cotiledones con duplicados (Muenscher, 1955).
Raiz: Napiforme.

Caracteristicas especiales: Huele a mostaza al estrujarse.

1.6.2 Habitat
Se porta como arvense y ruderal.

Distribucion por tipo de clima: Se presenta en climas templados, tropicales
secos y tropicales humedos. Tolera altitudes de 500 a 4200 m y temperaturas
medias anuales de 6-27°C, pero los cultivos derivados crecen mejor con una

temperatura media mensual entre 15y 18°C (James A. Duke, 1983).

Distribucion por tipo de suelos: Se encuentra en suelos con pH de 4,3 a 8,3;
cultivos derivados de la especie prefieren suelos ligeramente acidos (James A.
Duke, 1983).

Influencia del ser humano sobre su distribuciéon local o regional: El ser
humano dispersa la especie como contaminante de semillas, junto con las

variedades cultivadas, que se asilvestran.

1.6.3 Biologia y ecologia
Propagacion, dispersién y germinaciéon: Propagacion por semillas.

Ciclo de vida: Planta anual.
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Fenologia: En Argentina florece en primavera, pero en México se ha observado
también en verano. En Espafia (clima mediterraneo) se dan las condiciones
meteoroldgicas adecuadas para realizar su siembra en los meses de septiembre

y octubre.

1.6.4 Usos de Brassica juncea como planta fitoextractora.

En estudios anteriores realizados con plantas de Brassica juncea en
camara de cultivo (Carvajal S., 2016), se obtuvo que la contaminacion con Cu en
los suelos tuvo efectos significativos en la produccién de biomasa por parte de
las plantas. Con dosis de 1000 mg Cu kg de suelo, no se pudieron usar para
los ensayos de fitoextraccion de Cu debido a que la reduccion de biomasa que
produjo esta contaminacion no permitié realizar los analisis. La presencia de Cu
en el suelo provocd un incremento en el Cu absorbido por las plantas, sin
embargo a dosis por encima de 500 mg Cu kg disminuyeron su capacidad de

fitoextraccion.

En un estudio de fitorremediacion con Brassica juncea, llevado a cabo en
Aznalcollar (Sevilla) sobre un suelo contaminado por un vertido de lodos acidos
de mineria, con un contenido en cobre de 202 mg kg, Bernal y col., (2007)
encontraron concentraciones mayores de cobre en la parte aérea de plantas que
en raiz y tallo. Reportan valores medios de cobre en hojas de unos 37 mg kg,
oscilando entre 20 y 60 mg kg, mientras que en raices y tallos los valores
medios son de unos 10 mg kg, no alcanzan en ningun caso los 20 mg kg. El
ensayo de fitorremediacion se combiné con la adiciobn de materia organica (en
forma de estiércol y compost) y enmiendas calizas para regular el pH. Los
valores de extraccion de cobre correspondieron a zonas con pH acido debido a
la oxidacion lenta de los sulfuros polimetélicos. La adicién de materia organica
en forma de estiércol de vaca no influyé en la extraccion de cobre, pero si
provocé una mayor biomasa, posiblemente debido al aporte de nutrientes,
aunque como desventaja sefialan que hizo que aumentara la aparicion de
plantas de otras especies debido a la presencia de semillas en el estiércol. Estos
autores estimaron la eficacia de la extraccion de cobre con Brassica juncea, para

los 20 cm superficiales del suelo, considerando una produccion de biomasa
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maxima de 3.000 kg ha™, una extraccién de unos 150 mg kg, con el fin de
reducir la contaminacion del suelo a los niveles exigidos por la legislacion, con
una extraccion de 3,1 g hal, en cada cultivo, serian necesarios 48.000 cultivos

consecutivos para descontaminar el suelo.

Aunque no ven eficaz la fitorremediacion con Brassica juncea, estos
autores proponen que esta planta puede resultar Gtil para detectar cambios en la
biodisponibilidad de Cu, Pb, y Zn en el suelo.

1.7 Ensayos de germinacion

Desde el punto de vista agrondmico, se considera que una semilla ha
germinado cuando a partir de ella se origina una planta adulta capaz de alcanzar
la fase reproductora; es decir, capaz de producir nuevas semillas (Duran y Pérez,
1984). La International Seed Testing Asociation (ISTA), asociacién internacional
de entidades relacionadas con el analisis de semillas, considera el proceso de
germinacion de una semilla como el establecimiento de un estado
metabolicamente activo, manifestado fisiologicamente por la division celular y
por la diferenciacion (ISTA, 2003). La primera expresion de este proceso es la

emergencia de la radicula (Rodriguez-Quilén y Adam, 2008).

Los ensayos de germinacién, segun Rodriguez-Quilén y Adam (2008)
tienen como objetivo asegurar que la germinacién, nascencia y evolucion de la
plantula sean correctas. Estos test de germinacion realizados en laboratorio
ofrecen una primera informacion respecto a la calidad de las semillas. Sin
embargo, hay que sefalar que, en muchos casos, los resultados que se obtienen

en condiciones controladas de laboratorio difieren de los obtenidos en el campo.

El test de germinacion estandar recoge el porcentaje de plantulas
normales obtenido tras un analisis germinacion. Es una prueba que informa
sobre las semillas que mas rapidamente han reanudado la actividad metabdlica
y el crecimiento propios de la germinacion (Peretti, 1994). Consiste basicamente
en colocar las semillas sobre un sustrato adecuado, humedecerlas, y controlar
las condiciones de incubacioén durante un cierto periodo de tiempo, durante el

cual se realizan conteos de germinacién, observando el nUmero de semillas que
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han germinado. Se pueden evaluar también las plantulas obtenidas,

identificando el nimero de plantulas normales y anormales.

Los ensayos de germinacion pueden realizarse utilizando innumerables
meétodos y condiciones. Uno de los procedimientos mas habituales a la hora de
realizar un ensayo de germinacion es colocar las semillas en el interior de una
caja de vidrio o plastico transparente, sobre un soporte que permita una rapida y
abundante retencion de agua, como por ejemplo papel de filtro, arena 0 medios
gelificados a base de agar. Se suele considerar que una semilla ha germinado

cuando la radicula alcanza una longitud mayor de 3 mm (ISTA, 2005).

Para controlar las condiciones de humedad, temperatura e iluminacion
durante la incubacion, las cajas de germinacion se introducen en germinadores
termostatizados, que permiten regular estos parametros segun las exigencias
especificas de cada especie. Las temperaturas mas corrientemente utilizadas
oscilan entre 10 y 35 °C. Cuando se utilizan temperaturas alternas dentro del
ciclo diario, se recomienda que la oscilacion térmica no sea inferior a 10 °C,
coincidiendo la temperatura mas elevada con el periodo de luz en el caso de

utilizar caAmaras con iluminacion.

La ISTA establece una serie de recomendaciones para cada especie
sobre el sustrato a utilizar, la temperatura de germinacion, los dias de conteo v,
en algunos casos, otras recomendaciones de tratamientos especificos para

favorecer la germinacion.
Curvas e indices de germinacion:

Frente a la sencillez que supone colocar a germinar un lote de semillas, la
expresion de los resultados que se obtienen es mucho mas complicada. Tras un
ensayo de germinacion, el analista puede encontrar semillas que germinan
perfectamente, dando lugar a plantulas normales, otras que al desarrollarse
presentan alguna anomalia y aquellas que al finalizar el ensayo no han sido

capaces de germinar.

La representacion del niamero total o0 mas frecuentemente del porcentaje
de semillas germinadas, frente al tiempo transcurrido desde la siembra,

constituye una curva de germinacién. Estas proporcionan toda la informacién
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que es posible solicitar una vez realizado un ensayo de germinacion. Sin
embargo, para expresar los resultados obtenidos lo mas frecuente es recurrir al
calculo de indices de germinacion, que nos permiten estimar la calidad del lote y
comparar cuantitativamente diferentes lotes de semillas 0 muestras sometidas a

diferentes tratamientos.

Zucconi, (1981)., propuso una férmula para calcular el indice de
germinacion (IG) cuantificando el numero de semillas germinadas y la longitud
alcanzada por las raices por placa. Los resultados se obtienen al multiplicar el
porcentaje de germinacion (G) y el porcentaje de crecimiento de las raices (L),
ambos respecto al control, y dividir por cien: IG (%) = (%G x %L) / 100. Este
método ha sido adoptado oficialmente para detectar toxicidad en sustratos y
evalla los efectos toxicos sobre los estados iniciales del desarrollo vegetal
(germinacién y elongacion radicular), siendo mas recomendables que los
ensayos de larga duracion. Estos ultimos, tienen mayores requerimientos de
instalaciones y material. (Zucconi et al, 1985).

De cualquier modo, como indica Murillo y col., (1995), ambos tipos de test
no tienen por qué ser excluyentes: los ensayos cortos de maceta pueden aportar
informacion complementaria a la que proporcionan los test de germinacion y/o

elongacion radicular.
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2. OBJETIVOS

Este trabajo tiene como objetivo principal la posible recuperacion de un
suelo agricola, contaminado artificialmente con sulfato de cobre, mediante la
fitoextraccion llevada a cabo por plantas de mostaza parda (Brassica juncea), y

estudiar el efecto de la aplicacion de un biosurfactante biodegradable (JBR-425).
Los objetivos especificos que se desarrollaran son los siguientes:

1. Estudiar la germinaciéon de Brassica juncea en placa Petri, en suelo
contaminado con diferentes dosis de cobre.

2. Estudiar la germinacion de Brassica juncea en placa Petri, en disoluciones
con diferentes dosis de ramnolipido.

3. Estudiar la germinaciéon de Brassica juncea en placa Petri, en suelo
contaminado con diferentes dosis de cobre y aplicacion de ramnolipido
conjuntamente.

4. Estudiar la germinacion de Brassica juncea en placa Petri, en suelo
contaminado y envejecido.

5. Estudiar la germinacion de Brassica juncea en macetas dispuestas al azar
en invernadero, en suelo agricola contaminado con diferentes dosis de
cobre y aplicacion de ramnolipido.

6. Evaluar la produccion de biomasa y calcular la tasa de crecimiento relativo
(TCR) de Brassica juncea, en diferentes estadios de su desarrollo, tanto
en parte aérea como radicular, en ensayo en macetas en invernadero, en
suelo contaminado con diferentes dosis de cobre y presencia de
ramnolipido.

7. Determinar el cobre extraido por las plantas de Brassica juncea del
ensayo en macetas, tanto en el suelo control como con presencia de cobre
y de ramnolipido.

8. Determinar el cobre biodisponible en el suelo utilizado con los diferentes
tratamientos, una vez finalizados los ensayos, tanto en placas Petri como

€en macetas.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 MATERIALES
3.1.1 Material vegetal

Se usan para el estudio semillas y plantas de mostaza parda (Brassica
juncea), por ser considerada una planta con poder acumulador de diversos
elementos potencialmente toxicos (EPTSs), entre ellos el Cobre. Es una planta
muy utilizada en ensayos de fitoextraccion, aunque presenta un limitado ritmo de

crecimiento y produccion de biomasa.

Las semillas utilizadas proceden de la casa intersemillas, productora ES-
17-46/1319, variedad SCALA, n° lote 3316202-1, analisis: diciembre 2014.

3.1.2 Suelo

Se utiliza un suelo de la finca "Bienvenida” de Constantina, municipio de
la provincia de Sevilla situada en SE-7103 (Constantina-Puebla de los infantes)

cuyas coordenadas geograficas son (37°51",N 536"W).

En la tabla 3 se presentan algunos parametros fisicoquimicos de este
suelo, caracterizado en 2016 por Carvajal S.

Tabla 3: Caracterizacion del suelo utilizado. (Carvajal S., 2016).

Textura pH CO3z* M.O. Arena Limo Arcilla
(%) (%) (%) (%) (%)
Franco 5,50 11 1,91 50,4 39,4 10,2

3.1.3 Reactivos
3.1.3.1 Sulfato de cobre

El sulfato de cobre es un compuesto quimico constituido por un ion cobre
(Cu?*) (58.93 g/mol) y un ion sulfato (SO4%*) (96 g/mol), que ademas esta
pentahidratado (5 moléculas de H20) (90 g/mol), por tanto la férmula molecular
es CuS04.5H20.
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Se usa un sulfato de cobre pentahidratado de la marca ParReac

AppliChem con un peso molecular de 249.68 g/mol.

3.1.3.2 Ramnolipido JBR-425

Los ramnolipidos son tensioactivos aniénicos sintetizados y excretados

por la bacteria Pseudomonas Aeruginosa. El ramnolipido JBR-425 es una

mezcla equimolar de mono- y di-ramnolipido, con una concentracion global del

25%, suministrado por la empresa Jeneil Biosurfactants Inc. (Estados Unidos).
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Figura 1: Representacion molecular de mono-ramnolipidoss (parte superior) y di
ramnolipidos (parte inferior) producidos por Pseudomonas aeruginosa. Fuente:

3.1.4 Placas petri

(Lovaglio y col., 2011).

Con medidas de 9 cm de diametro y 1,5 cm de altura, disponibles en el

departamento de Cristalografia, Mineralogia y Quimica Agricola de la ETSIA.
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3.1.5 Macetas

Las macetas utilizadas tienen unas medidas de 7x7x10 cm?3, con una
capacidad de 500 gr de suelo/maceta. Fueron suministradas por el servicio de

invernaderos del CITIUS (Universidad de Sevilla).

Figura 2: Macetas utilizadas para el ensayo en invernadero.

3.2 METODOS
3.2.1 Medidas previas de pHy conductividad

- Se realiza la medida del pH en pasta saturada del suelo control y suelo

con diversos tratamientos. Se utiliza un pHmetro de la marca Hanna.

1. Se coloca en un vaso de precipitados una cantidad de muestra de suelo

de 25 g. secada al aire y tamizada a 2 mm, cuidando de molturar las estructuras.

2. Se afade, poco a poco, agua destilada hasta que se moje toda la masa,
removiendo con una varilla hasta conseguir una pasta consistente y sin exceso

de agua (la varilla se podra hundir en la pasta sin tumbarse).
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3. Seintroduce el electrodo del pHmetro en la pasta saturada y se procede
a la lectura, teniendo en cuenta la correccion de la temperatura de la pasta y una

previa calibracion del aparato.

Figura 3: pHimetro utilizado para las medidas de pH en pasta saturada.

- Se realiza ademas la medida del pH en disolucion acuosa en
proporcion suelo:agua (1:2,5) de los suelos anteriores, que fueron utilizados

para el ensayo de germinacion en placa:

1. Se colocan 20 g de tierra seca al aire y tamizada 2 mm en un vaso de

100 ml, afiadiendo 50 ml de agua destilada.

2. Se agita con varilla de vidrio de forma manual durante treinta minutos,

con periodos de reposo.

3. Se deja reposar treinta minutos hasta que la tierra se deposita en el
fondo y se introduce seguidamente el bulbo del electrodo del pHmetro en la
disolucidon sobrenadante, dejando transcurrir aproximadamente un minuto para

tomar el resultado o hasta que se estabilice la lectura.
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Figura 4: Suspensiones suelo:agua (1:2,5) para la medida de pH en disolucién
acuosa.

- Se mide la conductividad eléctrica (1:5) de estos suelos.

1. A las suspensiones suelo:agua para las medidas de pH se les afiade
50 ml de agua destilada, en total quedan 100 ml de agua, resultando una

proporcién suelo:agua (1:5)

2. Se deja reposar 24 horas, se filtré con papel de filtro Whatman 42 y se
determina la conductividad eléctrica de la disolucion en el conductimetro marca
Hanna. (Métodos oficiales de analisis. Tomo 3. Ed Ministerio de Agricultura,
Pesca y Alimentacion. Madrid 1986).

Figura 5: Conductimetro utilizado para las medidas de conductividad
eléctrica.
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3.2.2 Experimentos de germinacién en placa

Se hizo un primer ensayo previo de germinacion en placas Petri (9 cm
de diametro y 1,5 cm de altura) para comprobar el porcentaje de germinacion de
las semillas de Brassica juncea que se iban a utilizar para el experimento. Para
ello se pusieron 20 semillas en la placa con papel humedecido con agua
destilada y se mantuvieron durante 7 dias en camara de germinacion a 20°C,
tiempo después del cual, se hace recuento de las semillas germinadas para tener
un primer resultado de la viabilidad de las semillas que se usaran en los préximos

ensayos.

Figura 6: Germinacion en placa (primer ensayo).

Se hizo un segundo ensayo previo de germinacién en placas Petri (9 cm
de didmetro y 1,5 cm de altura) utilizando arena lavada y el suelo objeto del
estudio en este trabajo. En este segundo ensayo se utilizan cinco placas en las
que se afladen 25 gramos de suelo tamizado a 2mm a cada una, con los
siguientes tratamientos: arena, suelo control, suelo + 250 mg Cu kg de suelo,
suelo + 500 mg Cu kg™ de suelo y suelo + 750 mg Cu kg de suelo, y se ponen
10 semillas por placa anotando como en el caso anterior las semillas germinadas
en cada placay sus longitudes radiculares, para calcular el indice de germinacién

en cada tratamiento, mediante el método de Zucconi. (Zucconi, y col.,1981).
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La formula que se emplea es la siguiente:
indice de germinacion (1IG)=(G/Go)x(L/Lo)x100
Siendo: G: Semillas germinadas sobre el sustrato estudiado.
Go: Semillas germinadas en el control.

L: Longitud total de raices en el sustrato estudiado.

Lo: Longitud total de raices en el control.

Figura 7: Segundo ensayo de germinacion en placa con los tratamientos: arena,
suelo control, suelo + 250 mg Cu kg™ de suelo, suelo + 500 mg Cu kg™ de suelo y
suelo + 750 mg Cu kg™ de suelo.

En un tercer ensayo y con el objeto de obtener resultados mas
representativos de la germinacién en placa y las desviaciones estandar de cada
tratamiento, se utilizaron 25 placas Petri en las cuales se vuelven a afiadir arena,
suelo control, suelo + 250 mg Cu kg de suelo, suelo + 500 mg Cu kg* de suelo
y suelo + 750 mg Cu kg de suelo, y se ponen 10 semillas de Brassica juncea

por placa, resultando cinco replicados por tratamiento.
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Figura 8: Tercer ensayo de germinacion (25 placas), 5 placas por tratamiento.
Con los tratamientos: arena, suelo control, suelo + 250 mg Cu kg™ de suelo,
suelo + 500 mg Cu kg de suelo y suelo + 750 mg Cu kg™ de suelo.

En un cuarto ensayo se estudia en placas petri (9 cm de diametroy 1,5
cm de altura) sobre papel, la germinacion de las semillas de Brassica con
diferentes dosis de ramnolipido, (0 mg I*, 250 mg I, 500 mg I, 750 mg I1 y
1000 mg I'Y), procediendo como en los casos anteriores, para calcular el indice
de germinacion. Con este ensayo se puede ver el efecto de la dosis de este
biosurfactante en la germinacion, por si mismo, pudiendo estudiar si existe

relacion de fitotoxicidad en la dosis.

Figura 9: Ensayo de germinacion en placa con diferentes dosis de ramnolipido.
(0 mg I%, 250 mg 1%, 500 mg I, 750 mg Iy 1000 mg I2).
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Se hizo también un quinto ensayo con el mismo suelo del tercer ensayo
y los mismos tratamientos (arena, suelo control, suelo + 250 mg Cu kg* de suelo,
suelo + 500 mg Cu kg de suelo y suelo + 750 mg Cu kg de suelo), pero esta
vez el suelo se habia dejado envejecer durante 15 dias con la finalidad de poder
estudiar el efecto del envejecimiento sobre la toxicidad del cobre y se procede
de la siguiente forma: se mezclan y se homogeneizan los suelos de cada
tratamiento del ensayo anterior, y se disponen en placas con 10 gramos de suelo
en cada una, resultando para cada tratamiento de cobre 10 placas. Con el objeto
de estudiar el efecto del ramnolipido sobre la toxicidad del cobre, a la mitad de
las placas se le afiade la dosis de 1000 mg de ramnolipido kg de suelo, por lo
gue tenemos un total de 50 placas petri con los diferentes tratamientos de cobre
y ramnolipido, anotando a los 7 dias, como en los casos anteriores, cual era el
namero de semillas germinadas por placa y sus longitudes radiculares, pudiendo
realizar con los resultados de germinacion obtenidos de estos tratamientos, un
estudio estadistico del indice de Germinacion de Zucconi para las distintas dosis
de cobre, para la presencia del ramnolipido y para ver el efecto del
envejecimiento del cobre en el suelo, comparando los resultados obtenidos a

tiempo 0 y tiempo 15 dias tras la adiccion del cobre al suelo.
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Figura 10: Ensayo de germinacién en placas con diferentes dosis de Cuy RL en
suelo envejecido 15 dias. Tratamientos de cobre: (arena, suelo control, suelo +
250 mg Cu kg de suelo, suelo + 500 mg Cu kg* de suelo y suelo + 750 mg Cu
kg™ de suelo) y tratamientos de ramnolipido: (0 mg RL kg™ de suelo y 1000 mg

RL kg de suelo).
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3.2.3 Ensayo en invernadero
3.2.3.1 Descripcién del invernadero

El ensayo se realiza en el modulo 8 del invernadero situado en la quinta
planta del CITIUS, edificio Celestino Mutis, situado en la avenida Reina
Mercedes s/n en Sevilla. Se trata de un invernadero de unos 60 m? de superficie.
Dispone de sistema de control medioambiental automatizado, incluyendo
calefaccion, refrigeracion, ventilacion, sombreado e iluminacion artificial. El
modulo esta ocupado por 12 mesas rodantes para aprovechar mejor la superficie
de cultivo. La superficie de la mesa es de 4 m?. Cada médulo de invernaderos
esta controlado por un controlador I6gico programable independiente situado en
el interior de cada uno de los médulos, con una bateria de interruptores que
permiten el apagado o el encendido manual o automatico de los parametros a
controlar (sombreado, temperatura fria y calor, ventilacion e iluminacion de las
mesas). A su vez todos los datos son integrados en un PC desde el cual es
posible modificar las condiciones deseadas mediante un software disefiado
especificamente para este cometido. El control de la temperatura se realiza
mediante maquinas de refrigeracion/calefaccion independientes para cada
moédulo y dispuestas en pares, para asegurar el mantenimiento de las
condiciones climaticas incluso en caso de averia de una de las maquinas. La
iluminacion es independiente para cada mesa y en cada modulo y se realiza
mediante lamparas de alta presion de sodio, que dan una luz 6ptima para el
crecimiento de los vegetales si bien en este ensayo no se aplica luz artificial a
las plantas. La ventilacion se realiza mediante un par de ventanas cenitales de
apertura controlada y modificable mediante sensor de temperatura que constan
de una malla anti-insectos para evitar polinizaciones no deseadas. El sombreado
se realiza mediante una malla exterior y es comun para todos los modulos.
Igualmente es modificable segun los valores de luminosidad requeridos. Todos
los parametros meteoroldgicos son recogidos de manera independiente por una
estacion situada en la parte superior de los invernaderos y que suministra datos
de temperatura, humedad y luminosidad de manera continua a un controlador
l6gico. Los invernaderos cuentan con un grupo electrégeno propio y exclusivo
gue garantiza la corriente eléctrica en caso de corte de suministro. (CITIUS.,
2018).
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Sy A

Figura 11: Infraestructuras del invernadero (CITIUS,2018): a) sistema de
refrigeracion, b) sistema de sombreado, c) estacion de parametros
meteorolégicos, d) grupo electrégeno, e) controlador légico, f) mesa rodante.
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En las siguientes figuras se muestran la evolucion de la temperatura,
humedad y radiacion, en el interior del invernadero, durante el periodo que durd
el ensayo:
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Figura 12 : Temperaturas diarias media, maximay minima.
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Figura 13: Humedad diaria media, maximay minima.
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Figura 14: Radiacion diaria media, maximay minima.
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3.2.3.2 Disefio del ensayo en invernadero

Se utilizan las macetas descritas en el apartado 3.1.6 de este trabajo, las
cuales tienen una capacidad de 500 g del suelo objeto de este estudio. La
distribucion que se hace es la siguiente: cada tratamiento a estos suelos se hace
por triplicado en bandejas separadas, las cuales se distribuyen en la mesa
totalmente al azar. En cada una de estas bandejas se ponen 4 macetas
etiguetadas que llevaran el mismo tratamiento y que se contabilizaran en lo
sucesivo como una sola a efectos de las tomas de datos y medidas que se van

a realizar, resultando un total de 24 bandejas con los siguientes tratamientos:

Tabla 4: Tratamientos para ensayo en invernadero (dosis de cobre y ramnolipido
en mg kg de suelo).

0 mg kg? Cu 125 mgkg* Cu | 250 mg kg™ Cu 500 mg kgt Cu
(0 Cu) (125 Cu) (250 Cu) (500 Cu)
0 mg kg* Cu 125 mg kg* Cu | 250 mg kg™ Cu 500 mg kgt Cu
+ + + +
1000 mg kg*RL | 1000 mg kg*RL | 1000 mg kg RL 1000 mg kgt RL
ocu+rRy) | N  (250Cu+RL) | [EOOCHERE

Las bandejas distribuidas al azar quedan de la siguiente manera en la

mesa de trabajo:

Tabla 5: Distribucion al azar de los tratamientos por triplicado en la mesa de
trabajo y orientacién de las bandejas.

250 Cu +
RL (2)

0Cu+RL
1) )
OCu 0Cu
+RL | Cu+ (1)
(1) | RL(D)
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Figura 15: Distribucion al azar de los tratamientos en la mesa de trabajo.

3.2.3.3 Manejo del suelo

Una vez medidas las macetas (7 x 7 x 10 cm?), resultando un volumen
total de 490 cm?® y calculado la densidad del suelo, resultando una densidad de
1.008 kg/dm3, se decide que la cantidad de suelo que ir4 en cada maceta sea de
aproximadamente 500 g. Se procede seguidamente a calcular la cantidad de
suelo necesaria para todo el experimento, resultando 48 kg de suelo para las 96

macetas.

El suelo se deja secar repartido en bandejas dentro del invernadero
durante 20 dias; una vez seco se procede a tamizar todo el suelo con un tamiz
de luz de malla de 2 mm, con el cual se separan los elementos mas gruesos,
obteniendo de esta forma el porcentaje de pedregosidad del mismo, resultando
una pedregosidad del 18,25 %.
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Figura 16: Secado del suelo en bandejas antes de proceder a su tamizado.

Una vez seco y tamizado se reparte en las macetas y se procede a
calcular la cantidad de agua necesaria para llevar los 500 g de suelo a capacidad
de campo, observando por la parte inferior de la maceta cuando quedaba
humedecida al ir afadiendo agua, con el objeto de que al regar no haya
lixiviacion y posible lavado de los tratamientos que se van a aplicar, observando
qgue la maceta quedaba a capacidad de campo con una cantidad de 170 ml de
agua, a partir de esta cantidad empezaba a lixiviar. Para mantener el suelo en
condiciones 6ptimas para el desarrollo de las plantas debemos mantenerlo a un
60 % de su capacidad de campo, y por tanto el peso total de la maceta mas el
suelo humedo debia ser de: 8,2 g (maceta vacia) + 500 g (suelo seco) + 170 g
(agua) x 0,6 =610,2 g.

A continuacion, una vez calculada la cantidad de agua que se puede
aplicar sin que haya lixiviacion del suelo en las macetas, se procede a aplicar
los diferentes tratamientos de cobre objetos de este estudio, y se deja envejecer

en el suelo durante 15 dias.

Pasado este tiempo se aplica el ramnolipido a la mitad de los tratamientos,
de manera que los suelos que llevaran ramnolipido quedaran humedecidos con
la dosis oportuna de este biosurfactante mas agua, y los suelos que no lo llevan
son humedecidos soOlo con agua, con el objetivo de que queden todos

uniformemente humedecidos para la siembra de las semillas.
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El riego de los suelos durante el desarrollo de las plantas se hace con una
manguera con grifo de lluvia fina para no alterar la estructura del suelo, con agua
procedente de la red de emasesa y con una periodicidad diaria, ya que se
comprueba, que debido a las condiciones de ventilacion y temperatura del
invernadero, el suelo quedaba por debajo del 60 % de su capacidad de campo
pasadas 24 horas desde su humectacion, cuidando de igual forma que al regar

no se produjera lixiviacion en las macetas.

Una vez terminado el experimento y retirado el material vegetal se unifican
los suelos por repeticion y tratamiento y se guardan en bolsas de plastico, para

posteriores analisis.

Figura 17: Unificacion del suelo por repeticion y tratamiento.

3.2.3.4 Siembra

Una vez estudiados los indices de germinacion en placa que tenian las
semillas con los diferentes tratamientos que se aplican en este estudio, se decide
poner aproximadamente 30 semillas por maceta como se muestra en la figura
18, para poder obtener un nimero de plantas suficiente para los posteriores
analisis que se van a realizar; dejandolas caer en la parte superior del suelo,

intentando que queden uniformemente repartidas por toda la superficie.
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Figura 18: Siembra.

Previamente (en ensayos de germinacion en placa) se habia comprobado
gue las semillas tenian un mayor indice de germinacién cuando no se introducian

en el suelo contaminado, motivo por el cual, se decide plantar de esta forma.

A continuacién se riega y se tapan con plastico todas las macetas, para
mantener la humedad requerida para la germinacién de las semillas, hasta que
se observa después de unos dias que la mayoria las semillas han germinado.
En este momento se retiran los plasticos y se mantiene la humedad solamente

con los riegos diarios.

Figura 19: Macetas tapadas con pléastico para conservar la humedad en los
primeros dias tras la siembra.
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3.2.3.5 Aclareo de las plantas y recogida del material vegetal

Quince dias después de la plantacion la mayoria de las plantas se
encontraban en estadio de 2 hojas verdaderas, y se hace una primera recogida
de material vegetal (aclareo), dejando en la medida de lo posible cinco plantas
por maceta, y pudiendo realizar con esta primera recoleccion un estudio

estadistico del numero de plantas germinadas por tratamiento y de biomasa.
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Figura 20: Plantulas con dos hojas verdaderas, obtenidas en la primera
recoleccion.

A los cuarenta dias desde la plantacion el estadio de la mayoria de las
plantas era de “botén floral”, y se hace una segunda recoleccion de plantas,
dejando esta vez dos plantas por maceta. Con las plantas recolectadas se hace
un estudio mas detallado de biomasa, separando la parte aérea de la raiz.
Ademas se determina la cantidad de Cu presente en la parte aérea de las plantas
en este momento, en los tratamientos 0 mg Cu kg, 0 mg Cu kg* + 1000 mg RL
kg?, 125 mg Cukg'y 125 mg Cu kg? + 1000 mg RL kg™, por ICP éptico, tratando
las muestras vegetales con una digestion acida, y pudiendo realizar a
continuacion un estudio estadistico del efecto de los diferentes tratamientos del

suelo en la extraccién de Cu y de otros elementos por parte de la planta.

52



Materiales y métodos Marco A. Marquez Esteban

Figura 21: Plantas en estadio de botdn floral, (segunda recoleccién).

Dos meses después de la plantacién las plantas que quedan en las
macetas se encuentran en estadio de madurez y han producido semillas, por lo
que se decide realizar la tercera y Ultima recoleccién, anotando como en el caso
anterior los datos de peso fresco y peso seco de la parte aérea y de las raices
por separado, producidas en los diferentes tratamientos, para poder hacer el

estudio de la biomasa en este ultimo momento.

Figura 22: Parte aérea de una planta madura con produccion de semillas,
(tercerarecoleccion).
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3.2.3.6 Estudio del crecimiento (biomasa)

Una vez realizada las tres recolecciones, que se hacen en diferentes
momentos del desarrollo de la planta (2 hojas verdaderas, boton floral y
madurez), se estudia la biomasa creada por tratamiento y repeticién, tomando
datos de peso fresco y peso seco tanto de la parte aérea como de la parte

radicular.

Las plantas fueron cosechadas cuando tenian 2 hojas verdaderas para
obtener una estimacion de la biomasa inicial, cuando estaban en estadio de
botdn floral se hace una segunda recoleccidn para estimar la tasa de crecimiento
relativo (TCR) en este periodo, ademas de relacionarlo con el analisis foliar, y
una tercera cosecha en el estadio de madurez, con la finalidad de estudiar la

TCR también en este periodo.
TCR = (In BSt- In BSi) D (g g'ldia™)
Donde:
BSt: Biomasa seca final
BSi: Biomasa seca inicial

D: Numero de dias del experimento

250 cu+ mi- 250cu +n > | 250 cu +mea
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Figura 23: Raices obtenidas en los diferentes tratamientos (tercera recoleccion).
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3.2.4 Extraccion del cobre disponible con AEDT

Una vez terminados los ensayos de germinacion en placa y el ensayo de
invernadero, se extrae el cobre disponible en estos suelos con acido

etilendiaminotetraacético (AEDT).

Esta metodologia aplicada para el estudio de la contaminacion de los
suelos se basa en la utilizacion de una solucidbn que contiene este agente

quelante.

A pesar de los inconvenientes que pueden plantear este tipo de agentes,
como la disolucion parcial de ciertos componentes del suelo (carbonatos,
hidréxidos), la utilizacion de agentes quelantes ha constituido uno de los mayores
avances en el analisis de micronutrientes del suelo (Sims y Johnson, 1991).

Estos agentes quelantes reducen la actividad de los iones metalicos libres
en la solucion del suelo mediante la formacién de complejos solubles metal-
quelato. Como respuesta a esta quelatacion, se produce un nuevo suministro de
iones libres a la solucion del suelo, desde la fase solida. La cantidad de
micronutrientes (metales en general) extractada por el agente quelante refleja
asi, tanto la concentracion inicial en la solucion del suelo como la capacidad del
suelo para mantener esa concentracion. De esta forma, los agentes quelantes
simulan la toma de nutrientes por las raices vegetales y su restitucion posterior

desde las fases soélidas del suelo.

Protocolo experimental:

Se pesan 2,5 g de suelo en tubos de centrifuga afiadiéndose 25 ml de
AEDT 0,05 M ajustado a pH 7,0 con amoniaco (Ure y col., 1993). En cada tanda
de analisis se incluye un blanco unicamente con AEDT. Se agita durante una
hora a 20°C, se centrifuga a 7000 rpm durante 10 minutos, y se filtra el
sobrenadante con papel Whatman 42 y se recoge en botes de plastico. El
contenido de metales se determina posteriormente por expectrofotometria de

absorcion atémica.
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Figura 24: Preparacién de la disolucion de AEDT, para extraccién de cobre del
suelo.

3.2.5 Determinacién del cobre por expectrofotometria de absorcién atdbmica

Se usa esta técnica para determinar el cobre disponible en los suelos de

los diferentes tratamientos, y extraido previamente con AEDT.

Figura 25: Preparacién de las diluciones del sobrenadante para determinar el
contenido de cobre disponible en los suelos.

El cobre que queda en estos suelos sera el resultado de lo que el suelo
tuviese por naturaleza propia mas lo que se ha afiadido en los diferentes
tratamientos, a lo que habria que restar el que han extraido las plantas, el que
haya quedado fuertemente retenido en las arcillas, el que esté formando
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hidroxido de cobre y el que quede retenido por 6xido e hidréoxidos de hierro y
manganeso. El cobre que se extrae con este método sera el que esta unido a la

materia organica del suelo.

En quimica analitica, la espectrofotometria de absorcidon atomica es una
técnica para determinar la concentracion de un elemento metalico determinado
en una muestra. Puede utilizarse para analizar la concentracién de méas de 62

metales diferentes en una solucion.

La absorcion de la disolucidon se mide en un espectrofotometro de
absorcién atdmica y se interpola en una curva de calibracion preparada con una
serie de patrones de cobre, conteniendo AEDT, con el objeto de que la matriz de
los patrones fuera similar a la de los extractos. Los patrones usados en este

estudio tienen las siguientes concentraciones de cobre en partes por millén: 0

ppm, 1 ppm, 2 ppmy 4 ppm.

El sobrenadante utilizado por tanto debe ir diluido para que sus
concentraciones entren en el rango apropiado para su medida, por lo que se

hacen las siguientes diluciones:

- Tratamiento control: 0 mg Cu kg de suelo: No se diluye, dilucién 1:1
- Tratamiento 125 mg Cu kg de suelo: Dilucién 1:5

- Tratamiento 250 mg Cu kg de suelo: Dilucién 1:10

- Tratamiento 500 mg Cu kg de suelo: Dilucién: 1:10

El espectrofotometro utilizado tiene una potencia de 25 mA 'y se utiliza una
lampara multielemento, capaz de medir Cu, Fe, Mn'y Zn, a una longitud de onda
de 324,8 nm.

Se calibra con los patrones de cobre descritos anteriormente para
elaborar la recta de calibrado del aparato y a continuacion se toman las medidas

de las muestras.
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Figura 26: espectrofotbmetro de absorcién atémica utilizado para la
determinacién de cobre disponible en los suelos.

3.2.6 Determinacion de metales en material vegetal por ICP éptico

Se realiza la determinacion de Cu por ICP ¢ptico en las muestras
vegetales procedentes de los distintos tratamientos en el estadio de boton floral.
Para ello se toman muestras de la parte aérea seca de las plantas y se muelen
e introducen en tubos Eppendorf de 2 ml, la cantidad de 0.25 g de material

vegetal.

Para proceder a la medida en ICP de la muestra, es necesaria la
preparacion de la misma mediante una digestion acida. Para ello se toma un
peso conocido y se digiere con ayuda de acidos, enrasando finalmente a un
volumen concreto. Los resultados se expresan en mg I, ya que se mide sobre
la digestion realizada a la muestra. Para conocer los mg kg del elemento Cu en
la muestra inicial, s6lo habra que multiplicar los mg I'* indicados por el volumen
de enrase en ml y dividir entre el peso de la muestra en gramos. La digestion
acida y la determinacion analitica del Cobre en las muestras por ICP oOptico se
han realizado en el Servicio de Microanalisis del CITIUS de la Universidad de

Sevilla.

El método esta basado en la medicion de la emision atdmica por medio
de una técnica de espectroscopia 6ptica. Las muestras se nebulizan y el aerosol

formado se transporta hasta la antorcha de plasma en donde tiene lugar la
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excitacion electronica. Un plasma de radiofrecuencia acoplado inductivamente
(ICP), genera los correspondientes espectros de lineas de emision atdbmicas. Los
haces de luz son dispersados por un espectrometro de red de difraccion y los
detectores se encargan de medir las intensidades de las lineas. Las sefiales
originadas en los detectores se procesan y controlan mediante un sistema
informatico. (CEBAS.,2018).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Resultados de medidas de pH y conductividad eléctrica
4.1.1 pHy conductividad en los suelos de los tratamientos en placa Petri

En la tabla 6 se muestran los datos de pH en disolucién acuosa 1:2,5y de
salinidad en disolucién acuosa 1:5 que se obtienen en las medidas realizadas a

los suelos de los distintos tratamientos con sulfato de cobre.

Tabla 6: medidas de pHy conductividad del suelo con los diferentes tratamientos.

Tratamiento pH en disolucién acuosa | Conductividad eléctrica
1:2,5 en disolucién acuosa
1:5 (US m?)
Agua destilada 6,6

Arena 8,7 73,6

Suelo (0 mg Cu kg?) 5,67 120,3
Suelo (250 mg Cu kg?) 5,29 309,6
Suelo (500 mg Cu kg™?) 5,04 443,2
Suelo (750 mg Cu kg?) 4,8 506,1

La adiccién al suelo de disoluciones mas concentradas de sulfato de cobre
hacen que el pH disminuya y que la salinidad aumente, como se puede ver en

los resultados obtenidos.

4.1.2 pH del extracto con AEDT de los tratamientos utilizados en placa Petri

y en invernadero

Asi mismo, se midié el pH del sobrenadante con AEDT que se utilizo para
la determinacion de cobre disponible en el suelo por espectrofotometria de
absorcion atomica, obteniéndose los valores medios de pH en el sobrenadante

gue se muestran en la tabla 7:
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Tabla 7: pH del sobrenadante con AEDT (suelo del ensayo en placas).

Tto. | TOO | TO TO TO |OCu [0OCu | 250 | 250 | 500 | 500 | 750 | 750
Cu 250 | 500 | 750 +RL| Cu |Cu+| Cu |[Cu+| Cu |Cu+
Cu Cu Cu RL RL RL

pH | 6,88 | 6,87 | 683 | 6,80 | 69 | 6,89 | 6,86 | 6,88 | 6,84 | 6,86 | 6.79 | 6,82

Los resultados obtenidos muestran que el pH del sobrenadante baja

ligeramente cuando la concentracion de Cobre es mayor.

Las medidas de pH del extracto AEDT del suelo cultivado en macetas, se

muestran en la tabla 8:

Tabla 8: pH del extracto AEDT (suelo del ensayo en invernadero).

Tto OCu OCu+ 125Cu | 125Cu | 250Cu | 250Cu | 500 Cu | 500 Cu
RL + RL + RL + RL
pH 6.9 6.94 6.88 6.88 6.85 6.86 6.85 6.83

El pH baja ligeramente a medida que aumenta la concentracién de Cobre.

4.2 Resultados de germinacidn en placas Petri

Ensayo previo de germinacién en placa Petri (primer ensayo).

En un primer ensayo de germinacion en placa Petri, donde se utiliza una
placa con papel humedecido con agua destilada y 20 semillas de Brassica
juncea, y se dejan 7 dias en camara de germinacion a 20°C, se obtiene un 90 %
de germinacién de las semillas que se van a utilizar en este trabajo, por lo que

se comprueba que son aptas para llevar a cabo el estudio que se va a realizar.

Ensayo previo de germinacidon en placa Petri (seqgundo ensayo).

En este segundo ensayo de germinacion en placa Petri, se utilizan cinco
placas con los siguientes tratamientos: arena 0 mg Cu kg, suelo 0 mg Cu kg,

suelo 250 mg Cu kg?, suelo 500 mg Cu kgt y suelo 750 mg Cu kg, obteniendo
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los resultados del % de germinacion representados en el gréfico de la figura 27.
En este caso, se obtienen el mismo porcentaje de germinacion en arena y en
suelo control, por lo que se representa el % de germinacion respecto a las
semillas que se siembran por tratamiento, para tener una idea representativa del
ndamero de semillas que germinan en los diferentes tratamientos. Se aprecia el
efecto de la toxicidad del cobre cuando se aumenta la dosis de este metal en el
suelo, resultando muy fitotéxico en concentraciones superiores a 250 mg Cu

kgt de suelo.

% Germinacion respecto al nimero de semillas
por tratamiento

90

80
70
60
50
40
30
20
10
0 i =

Arena 0 Cu Suelo 0 Cu Suelo 250 Cu  Suelo 500 Cu  Suelo 750 Cu

% Germinacion

Tratamientos

Figura 27: % de germinacién de las semillas de Brassica juncea respecto al
numero de semillas por tratamiento. (N=1).

Se miden ademas las longitudes radiculares de las semillas germinadas,
por los que se puede introducir y aplicar el concepto de indice de Germinacion
de Zucconi, (Zucconi y col.,1981) cuya férmula es:

IG = (% Germinacién x % Elongacién radicular) / 100

gue se representa en las figuras 28 (respecto a la arena), y en la figura 29

(respecto al suelo control).
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Indice de germinacién repecto a la arena (%)
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indice de germinacién (%)
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Figura 28: indice de germinacion respecto a la arena (%) obtenido en el segundo
ensayo de germinacion. (N=1).

Indice de germinacién respecto al suelo control
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Figura 29: indice de germinacion respecto al suelo control (%) obtenido en el
segundo ensayo de germinacion. (N=1)

En los resultados obtenidos, referidos al indice de Germinacion, tanto si
se toma como referencia la arena o el suelo control (tratamiento 0 mg Cu kg de
suelo) queda denotado el efecto toxico del cobre afiadido al suelo, con valores
de este indice inferiores al 20 % cuando las concentraciones de cobre son
iguales o superiores a 500 mg Cu kg de suelo. Este resultado establece que

para obtener plantas a estos niveles de contaminacion, habria que plantar un
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namero de semillas cinco veces superior al nimero de plantas que se desean

obtener.

Ensayo de germinacion en placa Petri (tercer ensayo).

Se utilizan en este caso 25 placas Petri, en las cuales se disponen los
diferentes tratamientos de Cobre como en los casos anteriores, pero esta vez se
realiza el experimento por quintuplicado, anotando el nimero de semillas
germinadas en cada tratamiento y las longitudes radiculares, y se calcula la
desviacion estandar de cada tratamiento tanto para % de geminacién como para

el indice de germinacién de las semillas de Brassica juncea.

En el grafico de la figura 30 esta representado el % de germinacion de las
semillas, tomando como referencia la arena a los 3 y 7 dias desde su siembra,
donde se puede apreciar el efecto fitotoxico del cobre, obteniendo respecto a la
arena, una germinacion a los 7 dias entorno al 80 % en el suelo control (sin
adiccion de cobre) en contraste con aproximadamente el 40 % de germinacién
con la dosis de 250 mg kg e inferiores al 5 % de germinacién con las dosis de
500y 750 mg kg.

% Geminacion 3y 7 dias
120
100
80 - I
60 1 B % Germinacion 3 dias
a0 - -|- [respecto arena
® % Germinacion 7 dias
20 - /respecto arena
0 - . - T
20 arena Cu0 Cu250 Cu500 Cu750

Figura 30: % de germinacion de Brassica juncea tomando como control la arena,
alos 3y 7 dias desde su siembra en placas Petri con los diferentes tratamientos
de cobre. N=5. Las barras de error muestran las Desviaciones Estandar.
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En el grafico de la figura 31 se representan los resultados obtenidos de %
de germinacion a los 7 dias desde la siembra y % de elongacion radicular de las
semillas de Brassica juncea, tomando como referencia la germinacion y la
elongacion radicular en la arena, en los distintos tratamientos de cobre que se
aplican al suelo. En los resultados que se obtienen se aprecia, a simple vista,
una diferencia importante en la elongacion radicular que se obtiene en arena y
en suelo control, resultando un % de elongacién en suelo sin adiccion de cobre
de un 25 % respecto de la arena; esto puede ser debido a que la presencia de
nutrientes en el suelo hacen que las semillas no gasten toda su energia en
elongar sus raices para buscar esos nutrientes. Ademas podria influir la textura
del sustrato, de manera que la presencia de arcillas en el suelo y la compactacién
que éstas pueden provocar, hagan que las raices se desarrollen menos o de

forma mas lenta.

En cuanto a la elongacién radicular obtenida en los suelos contaminados
con las diferentes concentraciones de cobre, estan en concordancia con el % de

germinacion, notandose igualmente el efecto fitotoxico de este elemento.

% Geminacion 7 dias respecto de la arena
vy % Elengacion radicular respecto de la arena
160
140
120
100 - . -, .
m % Germinacion 7 dias
80 4 [respecto arena
60 - 4 % elengacién/respecto
10 arena
20 - :[
0 7 T T = T ; T + 1
20 arena Cu0 Cu250 Cus500 Cu750

Figura 31: % de germinacion de Brassica juncea tomando como control la arena,
alos 7 dias desde su siembra en placas Petri con los diferentes tratamientos de
cobrey % de la elongacion radicular. N=5. Las barras de error muestran las
Desviaciones Estandar.
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El indice de germinacién de Zucconi para los diferentes tratamientos,
tomando como referencia la arena, esta representado en el grafico de la figura
32, donde se aprecia una diferencia en torno al 80 % del valor de este indice en
arena y en suelo control. Esta diferencia es debida, como se ha comentado
anteriormente, a las diferencias en las elongaciones radiculares que se obtienen
en las semillas de ambos tratamientos, y que repercuten por tanto en el valor de

este indice.

Indice de Germinacion de Zucconi respecto a arena
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140,0
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100,0

M Indice de Germinacion
80,0 - /Respecto arena

60,0 -

40,0
20,0 ~ i
0,0 - il

arena Cu0 Cu250 Cu500 Cu750

Figura 32: indice de Germinacion de Zucconi tomando como control la arena.
N=5. Las barras de error muestran las Desviaciones Estandar.

Tomando como control la arena puede observarse el nefasto efecto de la
adicidon de cobre en el suelo para el valor de este indice, por lo que para ver de
forma mas significativa las diferencias entre tratamientos en el suelo
propiamente dicho, se procede al calculo de este indice tomando como

referencia el suelo control (tratamiento con 0 mg Cu kg de suelo).

En el gréfico de la figura 33 se muestran los resultados obtenidos en el %
de germinacion y % de elongacion radicular, a los 7 dias desde la siembra en
placas Petri, tomando como referencia el suelo control con 0 mg Cu kg de suelo.
El resultado de la adicién al suelo de 250 mg Cu kg de suelo, hace que el % de
germinacion de las semillas Brassica juncea sea en torno a un 45 % mas bajo
qgue en el suelo control, y el % de elongacion radicular en torno a un 80 % mas

bajo, notandose el efecto fitotdxico de este elemento para ambos parametros

69



Resultados y discusién Marco A. Marquez Esteban

medidos. Con las dosis de 500 y 750 mg Cu kg™ de suelo se obtienen valores
de % de germinaciéon menores del 5 %, debido igualmente a que al aumentar la
dosis de Cu, aumenta la toxicidad y por tanto los valores de estos parametros

que se obtienen son aun menores.

% Geminacion 7 dias respecto del suelo control y
% Elongacion radicular respecto del suelo control
160,0
140,0
120,0
100,0 -
80,0 - W %Germinacion
T [respecto suelo control
60,0 - .
%Elongacién/respecto
40,0 - suelo control
20,0 - I
0,0 I T T ; T + 1
20,0 Cu0 Cu250 Cu500 Cu750

Figura 33: % de germinacion de Brassica juncea tomando como control el suelo
0 Cu, alos 7 dias desde su siembra en placas Petri con los diferentes
tratamientos de cobrey % de la elongacion radicular. N=5. Las barras de error
muestran las Desviaciones Estandar.

El indice de germinacion que se obtiene tomando como control el suelo
con 0 mg Cu kg de suelo esta representado en la figura 34, notandose ya a una
dosis de 250 mg Cu kg™ de suelo, un valor de este indice por debajo del 15 %
respecto al suelo control, y valores nulos para las dosis de 500 y 750 mg Cu
kgt de suelo.
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Indice de Germinacion de Zucconi respecto del suelo
control
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Figura 34: indice de germinacién de Zucconi tomando como control el suelo 0
mg Cu kg de suelo. N=5. Las barras de error muestran las Desviaciones
Estandar.

Los resultados obtenidos anteriormente denotan que el cobre recién
afadido al suelo, provoca un efecto fitotoxico que imposibilita la germinacion de
Brassica juncea, cuando la dosis de este elemento es igual o superior a 500 mg
Cu kg de suelo.

Ensayo de germinacién con diferentes dosis de ramnolipido (cuarto

ensayo).

En este ensayo se preparan 25 placas Petri con papel humedecido, en las
cuales se aplican las diferentes dosis de ramnolipido con un total de 5 placas por
tratamiento y se determina, al igual que en los ensayos anteriores el indice de
Germinacion de las semillas de Brassica Juncea, obteniendo los resultados que

se muestran en la figura 35.
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Figura 35: indice de germinacién de Brassica juncea con diferentes dosis de
ramnolipido. N=5. Las barras de error muestran las Desviaciones Estandar.
Letras minusculas diferentes indican medias estadisticamente diferentes
(P<0,05).

A la vista de los resultados obtenidos y una vez realizado el estudio
estadistico, se obtienen tres grupos que definen la toxicidad de este
biosurfactante dependiendo de la dosis que se aplica. Notese que el ramnolipido
por si mismo produce toxicidad, obteniéndose un indice de germinacion por
debajo del 40 % respecto al control a la dosis de 250 mg/l, entorno a un 10 % en

las dosis de 500 y 750 mg/l, y algo superior al 20 % en la dosis de 1000 mg/l.

Con los resultados obtenidos s6lo se puede definir el efecto fitotoxico del
ramnolipido en la germinacién por si mismo, ya que es aplicado en papel

humedecido con las diferentes concentraciones de este producto.

Estudios anteriores demostraron que en suelo el ramnolipido podia
quedar retenido y no mostrar efectos fitotoxicos a la dosis de 1000 mg/l, (Carvajal
S., 2016), por lo que se opta por esta dosis para los posteriores ensayos que se

realizan en este trabajo.
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Ensayo de germinacion de Brassica juncea en placas Petri a tiempo O vy

tiempo 15 dias (suelo envejecido), con diferentes dosis de cobre vy

ramnolipido, (quinto ensayo).

El efecto de la dosis de cobre, del tiempo de envejecimiento y de la
aplicacion de RL tras el envejecimiento en el indice de Germinacion de Zucconi
de Brassica juncea en un suelo franco contaminado artificialmente con sulfato de

cobre, se representa en la figura 36.

400,0
© e
g 3500 T
c
(]
o
o 300,0
3]
=}
9]
S 2500
3 © @ Tiempo 0 dias
o O
¢ £ 2000 O Tiempo 15 dias
S ,a:) d d B Tiempo 15 dias + RL
S 1500
£
IS
g 100,0 1

1 Cc
% c
i T
© _ _
£ 0,0 . . a rl—ﬁ . a 4 ===
Cu-0 Cu-250 Cu-500 Cu-750
Dosis de Cu /mg kg™

Figura 36: Efecto de la dosis de Cobre, tiempo de envejecimiento y
aplicacion de ramnolipido en la germinacién de Brassica juncea. N=5. Las barras
de error muestran las Desviaciones Estandar. Analisis de la varianza mediante
transformacién de variable (raiz cuadrada): Letras minusculas diferentes indican
que existen diferencias de medias estadisticamente significativas (método (LSD)
de Fisher P< 0,05).

El analisis estadistico muestra que las varianzas en los tratamientos no
son homogéneas, por ello, para reducir la dispersion se ha realizado una
transformaciéon de la variable IG mediante la raiz cuadrada. El analisis de la
varianza factorial indica que tanto la dosis de Cu (p-valor = 0,0000) como el
tiempo de envejecimiento, sin y con ramnolipido, (p-valor = 0,0000) afectan a la
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raiz cuadrada del indice de Germinacién, ademas se ha encontrado interaccién
entre ambos factores (p-valor = 0,0364), por lo que se lleva a cabo el analisis de

la varianza de rangos multiples sobre los tratamientos.

La dosis de cobre aplicada afecta negativamente al indice de Germinacion
haciendo que disminuya drasticamente a las dosis de 250 mg kg de suelo. El
envejecimiento del suelo (15 dias) tanto en ausencia como en presencia de RL
afecta significativamente al indice de Germinacion, con un efecto positivo,
aunque este efecto depende de la dosis de cobre aplicada. El envejecimiento no
tiene efecto en el suelo control (Cu-0 mg kg de suelo) como era de esperar,
pero a las dosis de 250 y 500 mg Cu kg de suelo el tiempo de envejecimiento
hace aumentar el indice de germinacion significativamente, un 22,1% en el caso
de la dosis de 250 mg Cu kg y un 13% en la dosis de 500 mg Cu kg*. Cuando
tras el envejecimiento se aplica el RL no se observa ninguin efecto sobre el indice
de Germinacion, salvo en el suelo control, en el que el IG aumenta al doble, este
efecto puede deberse al caracter surfactante del RL que podria mejorar la
humectacién de las semillas y la retencién de agua por parte del suelo.

A la vista de los resultados obtenidos en este ensayo, se decide no seguir
adelante con la dosis de 750 mg Cu kg de suelo para los pré6ximos ensayos que
se van a realizar, ya que tanto los datos de % de germinacion como de indice de
germinacion obtenidos, demuestran que las semillas no germinaran a dosis de
Cobre superiores a 500 mg Cu kg de suelo. Se decide entonces, para realizar
los préximos ensayos, introducir una dosis intermedia de 125 mg Cu kg de suelo
y utilizar las dosis de 0 mg Cu kg, 125 mg Cu kgt, 250 mg Cu kg y 500 mg Cu
kgt

4.3 Resultados de germinacién en macetas (invernadero)

Cuando las plantas del ensayo en invernadero habian alcanzado el
estadio de 2 hojas verdaderas, se hace la primera recoleccion, como se ha
explicado en el apartado de métodos utilizados en este trabajo. En este momento

se hace recuento de las plantas que habian germinado por tratamiento y
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repeticion, pudiendo asi hacer un estudio del porcentaje de germinacion

obtenido.

En el grafico de la figura 37, se representa el % de germinacion que se
obtiene en macetas en los tratamientos al suelo: 0 mg Cu kg?, 0 mg Cu kg? +
1000 mg RL kgt, 125 mg Cu kg*,125 mg Cu kgt + 1000 mg RL kg, 250 mg Cu
kg, 250 mg Cu kg* + 1000 mg RL kg, 500 mg Cu kg, y 500 mg Cu kg* +
1000 mg RL kg™.
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Figura 37: % de germinacién obtenido en las macetas del ensayo en
invernadero. N=3. Barras de error muestran las Desviaciones Estandar. Letras
minasculas diferentes indican medias estadisticamente diferentes (P<0,05).

El andlisis de la varianza factorial para los valores obtenidos de
germinacion, muestra que la dosis de cobre afecta al % de germinacion, con un
p-valor = 0,000, sin embargo la presencia de ramnolipido no afecta al porcentaje
de germinacion, con un p-valor = 0,8773, con un 95 % de confianza. Ademas se
ha encontrado que no hay interaccion entre los dos factores, con un p-valor =
0,7590.

Segun el andlisis de la varianza de rangos multiples, se obtienen los
grupos homogéneos indicados con las letras que aparecen encima de las barras
de medias del grafico (Fig.37). Letras diferentes indican que hay diferencia

significativa entre los tratamientos.
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Se obtiene un descenso del % de germinacion respecto al suelo control
del 10% cuando se aplica ramnolipido, en torno al 40% cuando se aplica 125 mg
Cu kg de suelo, del 80% cuando se aplica la dosis de 250 mg Cu kg de suelo

y del 100 % en la dosis de 500 mg Cu kg de suelo.

El efecto fitotoxico del cobre en la germinacién de Brassica juncea en
invernadero es, segun los datos obtenidos, aun mayor que en los ensayos
realizados en placa, con una reduccién del 58% en la dosis de 250 Mg Cu kgty
una reducciéon del 100% en la dosis de 500 mg Cu kg™, puesto que no se
obtuvieron plantas a esta dosis; esto puede ser debido a que las condiciones
climaticas del invernadero (temperatura, aireacion, humedad, etc) no son tan
apropiadas para la germinacién como el protocolo que se sigue en los ensayos
de placa Petri, con uso de cdmara de germinacion y placas cerradas para

conservar la humedad.

4.4 Cobre disponible en el suelo de las placas para los diferentes

tratamientos, a tiempo 0 y tiempo 15 dias.

En el gréfico de la figura 38, se muestra la media de los mg Cu kg™ de
suelo que se extraen de las placas con AEDT, y posterior medida de

disponibilidad mediante espectrofotometria de absorcion atbmica.

76



Resultados y discusién Marco A. Marquez Esteban

Cobre disponible en placas a tiempo 0 y tiempo
15 dias
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Figura 38: Cobre disponible en los suelos de los tratamientos en placa, atiempo
0y tiempo 15 dias. N=3. Barras de error muestran la Desviacién Estandar. Letras
minusculas diferentes indican diferencias de medias significativas (P<0,05).

El analisis de la varianza factorial para los factores dosis de cobre y
envejecimiento con ausencia y presencia de ramnolipido, sobre la disponibilidad
de cobre, muestra que la dosis de cobre, con un p-valor = 0,000, influye en el
cobre disponible extraido con AEDT, sin embargo, el envejecimiento del suelo,
tanto con ramnolipido como sin ramnolipido, no influye en el cobre extraido, con

un p-valor = 0,1011, para un nivel de confianza del 95%.

El andlisis del contraste de rangos multiples diferencia entre los grupos
homogéneos sefialados con letra mindscula. Letras diferentes exponen que hay

diferencias estadisticamente significativas entre grupos.

Al aumentar la dosis de Cobre aplicada al suelo aumenta la concentracion
de Cobre disponible. Sin embargo, una parte del Cobre aplicado en los
tratamientos queda retenida en el suelo. Las concentraciones medias de Cobre
retenidas calculadas por diferencia, son también crecientes, aproximadamente
de 50, 100 y 150 mg de Cu kg™ de suelo, lo que indica que el suelo tiene una
cierta capacidad de retencién de los iones Cu?*, que posiblemente gquedan
adsorbidos en la materia organica, minerales de la arcilla y/o 6xidos e hidroxidos

de Hierro. Por otra parte hay que tener en cuenta que la disolucién de AEDT esta
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tamponada a pH 7,0 y al entrar en contacto con las muestras de suelo sufre so6lo
ligeros descensos de pH (entre 6,80 y 6,90) (Tabla 8).

Los ramnolipidos, debido a su naturaleza ani6nica, pueden formar
complejos y extraer metales del suelo, como por ejemplo el Cu (Mulligan, 2009).
La constante de estabilidad del complejo calculada por Ochoa-Lozay col., (2001)
es pK = 9,27. Segun este autor es probable también la formacion de complejos
tipo 1:2 (metal:ligando). El orden de estabilidad de los complejos metal-
ramnolipido encontrado por Ochoa-Loza y col. (2001) es AlI>Cu>Ca. Estos
autores indican que en suelos acidos (pH<5) en donde predomina el i6n AIF* el
ramnolipido tendria preferencias por este cation, aunque el ramnolipido tenderia
a precipitar, ya que su pKa es de 5,6. En suelos basicos el ion AI** no estaria en
disolucion, pero la presencia de otros iones abundantes en la solucion del suelo
como el ion calcio podrian interferir s6lo en el caso de que sus concentraciones

fueran mucho mas altas que la del ion Cu?*.

El suelo que se utiliza en este ensayo tiene un pH ligeramente acido (pH
= 5,5), el motivo por el que el ramnolipido no influye significativamente en la

extraccion de cobre puede deberse a esto, segun explican estos autores.

4.5 Cobre disponible en el suelo cultivado en macetas, una vez terminado

el ensayo.

En el grafico de la figura 39 se muestra el Cobre disponible en el suelo en
mg Cu kg de suelo de los diferentes tratamientos del ensayo en macetas. Una
vez terminado el ensayo en invernadero, se procede a homogeneizar el suelo de
cada repeticion y tratamiento, y se realiza extraccion del cobre con AEDT, como
se ha explicado en el apartado 3.2.4 de este trabajo, y posterior determinacién

por espectrofotometria de absorcion atomica, explicado en el apartado 3.2.5.
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Cobre disponible en los suelos cultivados
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Figura 39: Cobre disponible en las macetas una vez terminado el ensayo en
invernadero. N=3. Barras de error muestran la Desviacion Estandar. Letras
minusculas diferentes indican diferencias de medias significativas (P<0,05).

El analisis de la varianza factorial para la variable dependiente (Cobre
disponible en mg kg?) y las variables independientes (dosis de cobre y presencia
de ramnolipido), muestra que la dosis de cobre afecta a la disponibilidad de
Cobre en el suelo, con un p-valor = 0,000, mientras que la presencia de
ramnolipido no influye, con un p-valor = 0,7490, para un 95 % de confianza. No

hay interaccion entre ambos factores, resultando un p-valor = 0,5463.

El contraste multiple de rangos diferencia entre los tratamientos que se
muestran con letra minudscula, indicando diferencias significativas cuando las

letras son diferentes.

Los ramnolipidos forman complejos con un amplio grupo de metales
(Ochoa-Loza y col., 2001), contribuyendo a la descontaminacion de los suelos
(Juwarkar y col., 2007; Stacey y col., 2008), sin embargo algunos autores, en
contraste con los citados anteriormente, no han encontrado una liberacion
significativa de metales de suelos contaminados (Franzetti y col., 2008). El efecto
del pH ligeramente acido de este suelo, puede haber influido en que no haya

efecto significativo del ramnolipido en la extraccion del cobre.

El método de extraccion con una disolucion de AEDT podria simular la

extraccién de metal por la raiz vegetal y su reemplazamiento a partir de la fase
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sélida del suelo. Sin embargo, algunos factores como el contenido de materia
organica del suelo, el contenido de Oxidos e hidréxidos de metales, pH, etc,

pueden afectar a la capacidad complejante del AEDT (Sims & Johnson, 1991).

En general la disponibilidad de cobre en los suelos de los diferentes
tratamientos son acordes al cobre que se afiadio, obteniendo, como es logico,
por este método, una cantidad menor por la capacidad de adsorcion que tienen
las arcillas, (Giusti, 2001), donde parte de ese cobre ha quedado fuertemente
retenido. Por otra parte, el alto contenido de materia organica de este suelo ha
sido un factor predominante para determinar la biodisponibilidad del Cobre (del
Castillo y col., 1993), haciendo que quede mas disponible para la extraccion por
AEDT.

Los resultados obtenidos, respecto a los que se obtuvieron en placas,
muestran una reduccién del cobre disponible del 28,5% para la dosis de 250 mg
Cu kg y del 42,5% para la dosis de 500 mg Cu kg, esta importante reduccion,
ademas de lo comentado anteriormente, podria deberse a la fijacion del cobre

en el suelo después de ciclos continuados de humectacion-desecacion diarios.

4.6 Resultados de Biomasa creada en el ensayo en macetas, a tres tiempos
(estadio de 2 hojas verdaderas, estadio de botén floral y estadio de
madurez de las plantas)

4.6.1 Biomasa obtenida en la primera recoleccién (estadio de 2 hojas

verdaderas)

En el gréfico de la figura 40 se muestran los datos obtenidos de biomasa
seca en la primera recoleccién de plantas del ensayo en macetas, las cuales
tenian 2 hojas verdaderas en el momento de la recoleccion, y se hacen pesadas
de las plantas obtenidas en cada repeticion, obteniendo las medias que se

muestran en el gréfico.
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Peso seco medio (g) en estadio de 2 hojas
verdaderas (parte aerea + raiz)
0,600 C
0,500
0,400 b
0,300 T
0,200 ab
a
0,100 I I I T _
0,000 1 o

Cu OCu+RL 125Cu 125Cu+ 250Cu 250Cu+ 500Cu 500Cu+
-0,100 RL RL RL
Tratamientos

Peso seco medio (g)

Figura 40: Peso seco (g) de las plantas obtenidas en estadio de 2 hojas
verdaderas (primera recoleccion). ). N=3. Las barras de error muestran la
Desviacion Estandar. Letras minusculas diferentes indican diferencias
significativas (p<0,5).

El analisis de la varianza factorial de las variable dependiente (peso seco)
y las variables independientes (dosis de cobre y presencia de ramnolipido),
muestra que la dosis de cobre influye en la biomasa obtenida, con p-valor =
0,0017, sin embargo la presencia de ramnolipido no influye, con p-valor = 0,0523,
para un 95 % de confianza. No hay interaccidbn entre ambos factores,
obteniéndose un p-valor = 0,3017; esto indica que el efecto del ramnolipido no

depende del nivel de cobre en el suelo.

El contraste de rangos multiples da como resultado los grupos
homogéneos representados en el grafico con letras mindsculas, existiendo
diferencias significativas entre los tratamientos con letras diferentes.

El aumento en la dosis de cobre tiene un efecto fitotdxico en la produccion
de biomasa en este primer estadio del desarrollo de las plantas de Bassica

juncea.

En contraste con estudios anteriores donde se aplicé la dosis de 500 mg
Cu kgt en camara de cultivo (Carvajal S., 2016), donde se obtuvieron resultados
de germinacion y produccién de biomasa a esta dosis, los resultados que se

obtienen en este ensayo, en macetas en invernadero, para esa dosis son nulos,
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por tanto, las condiciones de cultivo influyen en el rendimiento que se obtiene en

la produccién de biomasa en suelos contaminados.

4.6.2 Biomasa obtenida en la segunda recoleccién (estadio de boton floral)

Se hace una segunda recoleccion de material vegetal cuando las plantas
han alcanzado el estadio de boton floral y se separan la parte aérea de la parte
radicular de las plantas, que se pesan por repeticion y tratamiento, obteniéndose
los datos de peso medio (g) tanto de la parte aérea como de la parte radicular,

representados en el grafico de la figura 41.

Peso seco medio (g) en estadio de botdn floral
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Figura 41: Peso seco de las plantas obtenidas en el estadio de botén floral
(segunda recoleccidn). N=3. Para cada serie las barras de error muestran la
Desviacion Estandar. Letras minusculas diferentes indican diferencias
significativas (p<0,5).

Realizado el analisis de la varianza (anova factorial) de la variable peso
seco aéreo, respecto a la dosis de cobre y presencia de ramnolipido, las dos
variables independientes son influyentes en el peso seco aéreo obtenido en los
tratamientos, ya que se obtiene un p-valor = 0,0207 para la dosis de Cobre, y un
p-valor = 0,0102 para la presencia de ramnolipido, ambos valores menores de
0,05. No hay interaccion entre los dos factores para el resultado obtenido de

peso seco aéreo, con un p-valor = 0,1358.
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En la variable peso seco radicular no influye la dosis de cobre pero si la
presencia de ramnolipido, obteniéndose para ambas variables un p-valor =
0,0630 para la dosis de Cobre y un p-valor = 0,0075 para la presencia de
ramnolipido. No hay interaccién entre los dos factores para los resultados de
peso radicular seco, con un p-valor = 0,5575, con un nivel de confianza del 95%.

El contraste de rangos multiples tanto para peso seco aéreo como para
peso seco radicular, teniendo en cuenta la conjuncion de los dos factores (dosis
de Cobre y presencia de ramnolipido), dan como resultado los grupos
homogéneos sefialados en el grafico con letras mindsculas, de manera que

letras diferentes representan grupos con diferencias significativas.

El tiempo que transcurre desde el estadio de 2 hojas verdaderas hasta el
estadio de botoén floral son 25 dias. En este tiempo, el efecto fitotdxico tanto del
cobre como del ramnolipido parecen haber disminuido, como demuestran los
datos estadisticos mencionados. Esto puede deberse a la adsorcién del cobre
por parte del suelo (para los resultados obtenidos en dosis de cobre) y a la
“maduracién” de la molécula organica que es el ramnolipido (para los datos
obtenidos en presencia de este biosurfactante). Quizas también la planta puede
tener una cierta influencia a través de los exhudados radiculares, de forma que
los tratamientos con 125 y 250 mg Cu kg™ no presentan reduccion significativa
de biomasa. Sin embargo el efecto combinado del tratamiento 250 mg Cu kg*
de suelo + ramnolipido hace que disminuya la biomasa aérea y radicular de

forma significativa.

4.6.3 Biomasaobtenidaen latercerarecoleccion (estadio de planta madura)

Una vez completado el ciclo biolégico de las plantas de Brassica juncea
del ensayo en macetas, éstas habian llegado a su estadio de madurez y habian
producido semillas. En este momento se hace la tercera y ultima recoleccion de
las plantas que quedan en las macetas, y se vuelve a realizar un estudio
estadistico de la biomasa producida por repeticién y tratamiento, obteniéndose
los pesos secos medios tanto de la parte aérea como de la parte radicular del
material vegetal, representados en la figura 42 y en la figura 43.
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Figura 42: Peso aéreo seco medio (g) obtenido en la tercera recoleccion (planta
madura). N=3. Las barras de error muestran la Desviacion Estandar. Letras
minusculas diferentes indican diferencias significativas (p<0,5).

Se realiza estudio estadistico mediante un analisis de la varianza (anova
factorial), para ver si las dosis de cobre y la presencia de ramnolipido aplicados
en los diferentes tratamientos al suelo influyen en la biomasa aérea obtenida, y
resultan un p-valor = 0,1397 para la dosis de Cobre y un p-valor = 0,4799 para
la presencia de ramnolipido, por lo que ninguna de las dos variables influyen en
la biomasa seca obtenida. No hay interaccion entre ambos factores, ya que

resulta un p-valor = 0,2386, siguiendo el criterio del 95% de confianza.

El contraste de rangos multiples de ambas variables conjuntamente, da
como resultado los grupos homogéneos descritos en la grafica con letras

minusculas (letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos).

84



Resultados y discusién Marco A. Marquez Esteban

Peso radicular seco medio (g) estadio de
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Figura 43: Peso radicular seco medio (g) obtenido en la tercera recoleccién
(planta madura). ). N=3. Las barras de error muestran la Desviacion Estandar.
Letras minusculas diferentes indican diferencias significativas (p<0,5).

Los valores medios de peso radicular obtenido en los diferentes
tratamientos quedan indicados con las barras del gréfico de la figura 43, se hace
analisis estadistico para ver si la dosis de cobre y la presencia de ramnolipido
influyen en el peso radicular seco que se obtiene, resultando que ninguna de las
dos variables influyen en el peso radicular: p-valor = 0,2473 para la dosis de
cobre y p-valor = 0,7068 para la presencia de ramnolipido, ambos valores
superiores a 0,05. No hay interaccién entre ambos factores, resultando un p-
valor = 0.2895.

El contraste de rangos multiples para la variable dependiente (peso
radicular seco) y la conjuncion de ambos factores (dosis de cobre y presencia de
ramnolipido) indica que sélo hay un grupo homogéneo, sefialado en la grafica
con letra mindscula, esto puede ser debido a que hay una alta dispersion de los
datos en los replicados de cada tratamiento, por esto no son significativos los

efectos de los factores experimentales.

La obtencibn de mayor cantidad de biomasa tanto en los suelos
contaminados con cobre como en presencia de ramnolipido, una vez las plantas
han completado su ciclo biologico, puede ser debido a que parte del cobre se ha

estabilizado en el suelo, siendo adsorbido por éste, y su fitotoxicidad por tanto
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es menor. En cuanto al ramnolipido, que es una molécula organica, se observa
gue ha mejorado la estructura del suelo que lo contiene, obteniéndose plantas
mas vigorosas al final del ciclo en los tratamientos control + RL y 125 Cu + RL.
Hasta la dosis de 125 mg Cu kg, la presencia de ramnolipido parece mejorar el
desarrollo de las plantas en esta fase final del crecimiento. Para la dosis de 250
mg Cu kg?, el ramnolipido hace que el cobre esté mas disponible para la
absorcion por parte de las plantas, y a esta dosis, produce un efecto mas

fitotoxico que en el tratamiento sin ramnolipido.

4.7 Tasa de crecimiento relativo (TCR)

Las plantas obtenidas en las tres recolecciones que se hacen durante el
ensayo en macetas, fueron secadas en estufa a 60 °C durante 48 horas hasta
obtener un peso seco constante.

Se calcula la Tasa de crecimiento relativo en los periodos desde la primera
a la segunda recoleccién y desde la segunda a la tercera: (2 hojas verdaderas-

botén floral y botdn floral-madurez), con la siguiente formula:
TCR = (In BSf - In BSi) D (g gdia).

Donde: BSf es la biomasa seca al final del periodo, BSi es la biomasa seca

al inicio del periodo y D son los dias que dura el periodo.

Los resultados obtenidos de TCR para los diferentes tratamientos estan
representados en los graficos de la figura 44 (TCR 2 hojas verdaderas-botén

floral) y de la figura 45 (TCR botén floral-madurez)
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TCR (2 hojas verdaderas-boton floral)
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Figura 44: Tasa de crecimiento relativo desde el estadio de 2 hojas verdaderas
hasta el estadio de botdn floral (TCR1). N=3. Las barras de error muestran las
Desviaciones Estandar. Letras minusculas diferentes indican diferencias
significativas (p<0,5).

El andlisis de la varianza para los efectos principales (dosis de cobre y
presencia de ramnolipido), muestra que tanto la dosis de cobre como la
presencia de ramnolipido no influyen en la TCR1, para un nivel de confianza del
95 %, con un p-valor = 0,0790 para la dosis de cobre y con un p-valor = 0,1334
para la presencia de ramnolipido. Ademas se encuentra que no hay interaccion

entre los dos factores: p-valor = 0,2364.

El analisis de rangos mdltiples distingue entre los grupos sefialados con
letra minuscula, resultando diferencia significativa entre grupos cuando las letras

son diferentes.

A pesar de gue se obtiene mayor germinacién de las plantas en los suelos
control y 125 mg Cu kg, se observa, que la TCR en la dosis de 250 mg Cu kg
es mayor. Este dato, pone de manifiesto, que el efecto fitotoxico a estas dosis
afecta a la germinacién en gran medida, pero una vez alcanzado el estadio de
plantula con 2 hojas verdaderas, la produccion de biomasa llega a ser incluso

mas rapida en los suelos contaminados con 250 mg Cu kg
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Figura 45: Tasa de crecimiento relativo desde el estadio de botén floral hasta el
estadio de madurez (TCR2). N=3. Las barras de error muestran las Desviaciones
Estandar. Letras minusculas diferentes indican diferencias significativas (p<0,5).

Una vez realizado andlisis de la varianza, para ver la influencia de los
factores dosis de cobre y presencia de ramnolipido en la tasa de crecimiento
relativo que se obtiene en los distintos tratamientos, desde el estadio de boton
floral hasta el estadio de madurez, se observa que la dosis de cobre no afecta a
los valores de TCR obtenidos, con un p-valor = 0,1437, sin embargo la presencia
del ramnolipido si afecta, con un p-valor = 0,0018. No hay interaccién entre

ambos factores: p-valor = 0,4053.

El andlisis de rangos mudltiples indica las diferencias significativas entre

los grupos sefialados con letras minasculas diferentes.

En este intervalo de estadios del desarrollo, se observa en la gréfica un
aumento significativo de esta tasa en los tratamientos que contienen
ramnolipido. Se pudo apreciar, que las plantas que crecian en suelo con
ramnolipido, se desarrollaron mas tarde que las que no contenian ramnolipido,
y llegaron a producir mas biomasa al final del ciclo. Los suelos que contenian
ramnolipido conservaban una mejor estructura y capacidad de mantener la
humedad, por lo que las plantas en la ultima fase de su desarrollo denotaban

mayor vigorosidad en los suelos tratados con JBR-425.
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4.8 Andlisis foliar. Concentracién de cobre en la parte aérea determinado

por ICP éptico.

Se hace una determinacion del cobre presente en la parte aérea de las
plantas en el momento de mayor extraccion (boton floral), mediante el método:
ICP Optico. El material vegetal en el que se realiza este analisis, es el procedente
de los tratamientos: control (0 mg Cu kgt), 0 mg Cu kg + 1000 mg RL kg, 125
mg Cu kgt y 125 mg Cu kg?' + 1000 mg RL kg?'. De esta manera puede
estudiarse si la presencia de cobre y de ramnolipido influyen en el cobre extraido
por las plantas desarrolladas en macetas con dichos tratamientos, obteniéndose
unos valores medios de cobre en el material vegetal aéreo representados en el
grafico de la figura 46. No se realiza el andlisis de los tratamientos 250 mg Cu
kgty 250 mg Cu kgt + 1000 mg RL kg, debido a que no se obtuvo la cantidad
de biomasa aérea suficiente (250 mg de peso seco aéreo), que exigia este

analisis, en todos los replicados.
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Figura 46: Valores medios de cobre (mg kg?) obtenidos mediante determinacion
por ICP éptico, en la parte aérea de las plantas en el estadio de botén floral. N=3.
Las barras de error muestran las Desviaciones Estandar. Letras minusculas
diferentes indican diferencias significativas (p<0,5).

El andlisis estadistico muestra que la dosis de cobre es significativa
respecto al resultado de determinacién de cobre en el analisis foliar, con un 95

% de confianza, obteniéndose un p-valor = 0,000 en el analisis factorial de la
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varianza, sin embargo la presencia de ramnolipido no influye en el cobre extraido
por las plantas , con un p-valor = 0,1173, a pesar de que en la grafica se aprecia
un ligero aumento del cobre determinado en el analisis foliar de las plantas que
estuvieron con presencia de este biosurfactante. No hay interaccion entre ambos

factores: p-valor = 0,5055.

El analisis de rangos multiples da como resultado la presencia de los dos
grupos sefialados en la gréfica con letras mindsculas, los cuales presentan
diferencias significativas respecto a la variable medida (concentracion de cobre

en la parte aérea de la planta).

La concentracion de cobre en la solucibn del suelo afectd
significativamente a la concentracion de cobre en los tejidos vegetales aéreos,
de manera que los suelos mas contaminados produjeron plantas con mayor
concentracion de cobre en sus tejidos. Las plantas de Brassica juncea poseen la
capacidad de acumular varios metales (Bernal y col., 2007; Delgadillo-Lopez y
col., 2011).

Segun Covarrubias y Pefia Cabriales (2017), las plantas al ser expuestas
a metales pesados pueden presentar diferentes respuestas fisioldgicas, las
cuales varian dependiendo de la especie de la planta, el metal especifico al que
es expuesta y la concentracién en el suelo del mismo. Con base en dichas
respuestas las plantas pueden clasificarse en tres tipos: excluyentes, indicadoras
y acumuladoras de metales pesados.

a) Excluyentes: son aquellas plantas donde la acumulacion de metales en la

parte aérea es mucho menor respecto a la concentracion de metales en el suelo.

b) Indicadoras: aquellas plantas donde la acumulaciéon de metales en el tejido

aéreo guarda una relacion lineal respecto a la concentracion del suelo.

c) Acumuladoras: plantas donde la acumulacién de metales en su parte aérea

es mucho mayor que la concentracion de metales en el suelo.

Para estos mismos autores, la fitorremediacion de suelos contaminados
por metales pesados presenta dos vertientes: la fitoestabilizacién y la
fitoextraccion. En la fitoestabilizacion se buscan especies del tipo excluyente,

gue acumulen gran cantidad de metales en la raiz, evitando que estos puedan
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transferirse a la parte aérea y asi estar disponibles para otros seres vivos. En
cambio, en la fitoextraccion se buscan especies del tipo acumuladoras, donde el
contaminante sea transportado desde la raiz hasta los brotes aéreos, para que

después pueda ser cosechado y confinado.

La adecuacibn de una especie vegetal a un tratamiento de
fitorremediacion, deber& tener en consideracion los siguientes parametros: el
factor de bioconcentracion (FBC) y el factor de traslocacién (FT) (Olguin y
Sanchez-Galvan 2012; Ali y col. 2013).

El FBC refleja la eficiencia de la planta para acumular el metal que

proviene del suelo en su tejido.

FBC = concentracion de metal en tejido/concentracion de metal en el

suelo.

Mientras que el FT indica la eficiencia para transportar el metal de la raiz

a su parte aérea, se calcula de la siguiente manera:

FT = concentracién de metal en la parte aérea/concentracion de metal en

la raiz.

Una planta puede considerarse acumuladora si su FT es igual o mayor a
1, mientras aquellas que tienen la capacidad de acumular desde 5 hasta 500

veces mas que el promedio se les denomina “hiperacumuladoras”.

Los resultados obtenidos permiten calcular un FBC en torno a 0,3 para las
plantas que han crecido en el suelo tratado con 125 mg Cu kg, lo que supone
una capacidad de bioconcentracion de Cobre media segun Kabata-Pendia
(2000). Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos por Bernal y col.
(2007) en un estudio de fitorremediacion con mostaza parda, llevado a cabo en
Aznalcollar sobre un suelo contaminado por un vertido de lodos acidos de
mineria, con un contenido de 202 mg Cu kg?! de suelo. Estos autores
encontraron concentraciones mayores de cobre en la parte aérea de plantas que
en raiz y tallo. Reportan valores medios de cobre en hojas de unos 37 mg kg,
oscilando entre 20 y 60 mg kg, mientras que en raices y tallos los valores
medios son de unos 10 mg kg, no alcanzan en ningln caso los 20 mg kg™. De

forma que se podria calcular un FBC = 0,2, variando en un rango entre 0,1y 0,3.
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También podria calcularse el FT de 3,7, valor que podria oscilar entre 2 y 6, lo

gue situaria a la mostaza parda en el grupo de plantas acumuladoras.

Teniendo en cuenta que el Cobre tiene una movilidad relativamente baja
respecto a otros elementos en las plantas, ya que permanece en los tejidos de
las raices y hojas hasta su senescencia, los tejidos jovenes son los que primero
presentan sintomas de deficiencia de Cobre. El exceso de cobre suele
presentarse con valores de 300 mg Cu kg™ de suelo, con alteraciones que se
manifiestan en las raices, que tienden a perder vigor, adquirir color oscuro y a
engrosarse, sin desarrollo (Navarro, 2000). Este autor sefiala que junto a estas
alteraciones suelen presentarse sintomas de deficiencia de hierro, debido a que
el cobre en exceso actla en reacciones que afectan al estado de oxidacién del
hierro limitando su absorcién y translocacion en la planta. También sefiala que
altos niveles de cobre reducen notablemente la captacién de fésforo por la

planta.

En este ensayo no se apreciaron sintomas de deficiencia de hierro ni de
fésforo en ninguno de los tratamientos, esto puede tener relacion con el pH de
este suelo, que es ligeramente acido, y la baja cantidad de carbonatos, que no
impidieron que el hierro y el fésforo estuvieran disponibles para la planta.

Segun Liao y col., (2000) en la savia xilematica de las plantas el Cobre se
encuentra casi un 100% ligado a aminoacidos, aun bajo condiciones de
suplemento excesivo de Cu. Esto sugiere que aun bajo condiciones de toxicidad
de Cu, las plantas lo complejan, minimizando el dafio potencial de altas

concentraciones de iones libres de Cobre (Welch, 1995).

En cuanto al rendimiento general obtenido de la técnica de fitoremediacidn
y con los resultados obtenidos, se puede sefialar que la proporcion de Cobre
extraido en planta esta en torno a 31,5 mg Cu kg* de parte aérea, en el suelo
contaminado con 125 mg Cu kg* de suelo, estos resultados coinciden con los
obtenidos por Bernal y col., (2007), quienes encontraron concentraciones de
cobre en hojas de unos 37 mg kg%, oscilando entre 20 y 60 mg kg, en plantas

desarrolladas sobre suelos con 202 mg kg de suelo.
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4.9 Rendimiento de la técnica de fitoextraccion.

Con los resultados obtenidos de germinacion, biomasa aérea creada y
cobre extraido por las plantas de Brassica juncea en los tratamientos: 125 mg
Cu kg de suelo y 125 mg Cu kg de suelo + 1000 mg RL kgt de suelo, puede
hacerse una estimacién del rendimiento de la técnica de fitoextraccion y

fitoextraccion asistida (Tabla 9).

Tabla 9: Rendimiento de la técnica de fitoextracciéon en el estadio de botén floral.

Tratamiento % Biomasa Cu Rendimiento N° de
Germi- seca aérea extraido | delatécnica | cosechas
naciéon planta por ICP | de fitoextrac- | necesarias
en macetas optico cion para

(g kgt suelo) | (mg kg?) | Porcosecha | 100 % de

% extraccion
125 Cu 57,24 0,38 31,53 0,016 6250
125 Cu + RL 65,02 0,16 37,36 0,008 12500

Se calcula el rendimiento de la fitoextraccion proponiendo el objetivo de
extraer Cu hasta alcanzar el nivel de referencia de los suelos en Andalucia (Junta
de Andalucia,1999). Este nivel de referencia para suelos de pH < 7 es de 50 mg
Cu kg de suelo. Para los tratamientos con 125 mg kg supone un objetivo de

extraccion de 75 mg Cu kg™

En una cosecha se extraeria el 0,016 % del requerido para alcanzar el
objetivo de descontaminacion. La presencia de RL hace que este % sea mucho
menor, debido a que el incremento en Cu acumulado en la parte aérea no

compensa la pérdida de biomasa seca.

La fitorremediacion es una técnica de bajo costo, sin embargo, la eficacia
en las condiciones de este ensayo es muy baja, ya que para lograr el objetivo
del nivel de referencia serian necesarias mas de 6000 cosechas, y mas de 12000
en el caso de afiadir RL, lo que hace inviable esta técnica en el tiempo. Esto esta
de acuerdo con Bernal, y col., (2007) que en condiciones de campo calcularon
un namero de 48000 cosechas necesarias para su objetivo de extraccion de 149

mg Cu kg de suelo.

En el momento de botdn floral, la biomasa recogida es el 60% de la

producida en ese momento, ya que se dejé un 40% hasta que completaran su
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ciclo (estadio de maduracion de frutos). Considerando el 100% de la biomasa
producida en el estadio de boton floral, los rendimientos anteriores estarian
multiplicados por 1,67, resultando 0,027% para el tratamiento de 125 mg Cu
kg' y de 0,013% para el tratamiento 125 mg Cu kg + 1000 mg RL kg*. El

numero de cosechas necesarias se reducirian en un 60%.

Teniendo en cuenta que se habia hecho una primera recoleccion cuando
las plantas tenian dos hojas verdaderas, y realizando una estimacion del
rendimiento de la técnica de fitoextraccion sobre el total de plantas obtenidas
antes del aclareo, se obtienen los resultados de rendimiento expresados en la
tabla 10.

Tabla 10: Estimacion del rendimiento de la técnica de fitoextraccion. Célculo

segun numero de plantas viables obtenidas en el estadio de 2 hojas verdaderas
(antes del aclareo).

Tratamiento % Biomasa Cu Rendimiento N° de
Germi- seca aérea extraido | estimado de | cosechas
nacion estimada por ICP | latécnicade | necesarias

planta optico fitoextrac- para
en macetas | (mg kg?) cién 100 % de
(g kg suelo) Por cosecha | extraccién
%
125 Cu 57,24 1,72 31,53 0,072 1389
125 Cu + RL 65,02 1,63 37,36 0,068 1470

En las condiciones de este ensayo, incluso en las mejores previsiones de
produccion de biomasa, los resultados obtenidos de rendimiento, tanto en
presencia como en ausencia de ramnolipido, indican rendimientos bajos
(inferiores a 0,1) y un alto nUmero de cosechas necesarias para conseguir reducir
la contaminacion hasta el nivel de referencia de los suelos andaluces (50 mg Cu
kg' de suelo), por tanto esta técnica estaria recomendada para suelos con

menor grado de contaminacion que los utilizados en este estudio.

Brassica juncea podria estar recomendada como planta indicadora para

el seguimiento de los procesos de atenuacion natural de la contaminacién.

94



5. CONCLUSIONES




Conclusiones Marco A. Marquez Esteban

5. CONCLUSIONES

» Elindice de germinacion de Brassica juncea en placa Petri esta por debajo
del 15% respecto al suelo control cuando la dosis de cobre en el suelo es
de 250 mg Cu kg de suelo y en torno al 0% con las dosis de 500 y 750
mg Cu kg de suelo, concluyendo con estos datos el efecto fitotéxico del

cobre en la germinacion.

» La elongacion radicular que se obtiene durante la germinacion de las
semillas de Brassica juncea en placa Petri, depende de la textura del suelo
y la presencia de nutrientes, obteniéndose raices un 75% mas pequefas
en el suelo control que en la arena, afectando esto a los valores

comparativos del indice de germinacion.

» El envejecimiento del Cobre en el suelo, tanto en ausencia como en
presencia de ramnolipido, afecta al indice de germinacion en placa Petri,
con un efecto positivo, aunque este efecto depende de la dosis de Cobre
aplicada, con incrementos del 22,1% y 13,0% en las dosis de 250 y 500

mg Cu kg respectivamente.

» El ramnolipido por si mismo afecta al indice de germinacién de Brassica
juncea obteniéndose un indice de germinacién por debajo del 40%
respecto al control a la dosis de 250 mg/l, entorno a un 10% en las dosis

de 500 y 750 mg/l, y algo superior al 20% en la dosis de 1000 mg/I.

» La aplicacion de ramnolipido a los suelos contaminados en placa Petri no
afecta al indice de germinacion, pero lo aumenta al doble en el suelo

control, debido a su capacidad surfactante-humectante.

» La germinacion de Brassica juncea en invernadero se ve mas afectada
por el efecto fitotoxico del cobre que en los ensayos en placa Petri, debido
a las condiciones climaticas diferentes, con una reduccion del 58% en la
dosis de 250 mg Cu kg y del 100% en la de 500 mg Cu kg, ya que no

se obtuvieron plantas a esta dosis.
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» Las dosis de cobre afadidas a los suelos influyen en la extraccion y
determinaciéon de Cobre del suelo tanto en placas como en macetas, sin
embargo, el ramnolipido no afecta, debido posiblemente al pH
ligeramente acido de este suelo, y la preferencia del ramnolipido por otros

cationes como el Al3*,

» EIl cobre disponible, extraido con AEDT, en los suelos del ensayo en
macetas, es menor que en las placas Petri a cualquiera de las dosis de
cobre aplicadas, debido a un proceso de envejecimiento de este suelo
durante el desarrollo del cultivo, obteniéndose una reduccion del 28,5%
en la dosis de 250 mg Cu kg y del 42,5% en la dosis de 500, por lo que
se concluye, que ha tenido lugar un proceso natural de atenuacién de la

contaminacion.

» La biomasa de Brassica juncea que se obtiene en el estadio de 2 hojas
verdaderas, se ve afectada por la fitotoxicidad que produce la dosis de
cobre pero no es afectada por la presencia de ramnolipido. La biomasa
gue se obtiene en el estadio de boton floral esta afectada por la
fitotoxicidad de ambos factores en la biomasa aérea, y sélo por la dosis
de cobre en la biomasa radicular. En la biomasa de la planta madura no
afecta ninguno de los dos factores. Por lo que se concluye que el cobre y
el ramnolipido tienen efectos fitotoxicos para la germinacién y primeros

estadios de la planta, pero no para el ciclo final del desarrollo.

» La tasa de crecimiento relativo que se mide en el periodo: 2 hojas
verdaderas-botédn floral, es mayor en el suelo contaminado con 250 mg
Cu kg* de suelo que en el suelo control, por tanto, esta dosis de cobre
afecta negativamente a la germinaciéon pero no al crecimiento de las
plantas de Brassica juncea. La presencia de ramnolipido no afecta a la
TCR en este periodo. En el periodo: botén floral-madurez, la dosis de
cobre no afecta a los valores obtenidos de TCR, sin embargo la presencia
de ramnolipido si afecta a estos valores, obteniéndose valores de TCR
mayores en los suelos con presencia de ramnolipido, por lo que se
concluye, que el ramnolipido mejora las condiciones de cultivo una vez

envejecido en el suelo.
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> La concentracidon de cobre en la parte aérea de las plantas (31,5 mg Cu
kg! de planta) crecidas en el suelo contaminado con 125 mg Cu kg,
triplica la concentracion presente en las plantas crecidas en el suelo
control, por lo que se pone de manifiesto la capacidad acumuladora de
metales de Brassica juncea; la presencia de ramnolipido aumenta la
extraccion por parte de la planta en un 20% de media, aunque no se pudo
estimar el efecto debido a la dispersion de los datos.

» Elrendimiento general de la técnica de fitoremediacion pone de manifiesto
la capacidad de fitoextraccion y acumulacion de metales de Brassica
juncea, pero a su vez, la necesidad de utilizar esta técnica a
concentraciones del contaminante tolerable para la planta y de producir
una gran cantidad de biomasa vegetal para que la técnica resulte efectiva.
El nimero de cosechas necesarios para recuperar un suelo con los
niveles de cobre utilizados en este trabajo, haria que la técnica resulte
inviable por el tiempo que requiere. Brassica juncea podria estar
recomendada como planta indicadora para el seguimiento de los procesos

de atenuacion natural de la contaminacion.
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