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Resumen

FITORREMEDIACION EN UN SUELO SALINO AFECTADO POR CONTAMINACION CON CADMIO
EN EL AGUA DE RIEGO

La degradacidn de los suelos por contaminacidon con metales pesados es un problema el cual
degenera ecosistemas y reduce la calidad ambiental de una zona. En el presente estudio se
analizan los efectos adversos que diferentes concentraciones de un metal pesado como es el
cadmio pueden generar en dos especies vegetales como son la alfalfa y la cebada. Para ello se
ha realizado un experimento en invernadero para ver los efectos sobre el contenido de
nutrientes en suelos y planta, asociados con la contaminacién por cadmio presente en el agua
de riego. El estudio se realizé con suelos salinos de una zona de la Vega Baja del Segura, para asi

poder analizar también la influencia del suelo salino en el proceso.

Palabras clave: cadmio, suelo salino, alfalfa, cebada.

Abstract

PHYTOREMEDIATION IN A SALINE SOIL AFFECTED BY CONTAMINATION WITH CADMIUM IN
THE WATER OF IRRIGATION

Soil degradation due to contamination with heavy metals is a problem, which affects ecosystems
and reduces the environmental quality of an area. In the present work, adverse effects due to
heavy metal pollution (cadmium) have been studied in two different vegetable species as alfalfa
and barley. The experiment has been done under greenhouse conditions, in order to analyse the
effects of the contamination in plant and soil nutrients. The study used a saline soils from an

area in ‘La Vega Baja del Segura’, to be able to see also the influence of saline soil in the process.

Key words: cadmium, saline soil, alfalfa, barley.
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1. Introduccion

El presente trabajo de fin de grado tiene como finalidad el estudio de la fitorremediacién en un
suelo salino, afectado por contaminacién con cadmio a través del agua de riego, utilizando dos

especies vegetales diferentes.

1.1. Metales pesados

Dentro de la tabla periddica de los elementos (Figura 1), encontramos los metales pesados, los
cuales son elementos con densidades, pesos atdmicos y niumeros atémicos superiores a 5
gr/cm3, 44,956 y 20 respectivamente, exceptuando a los de los grupos alcalino, alcalinotérreo,

lantanidos y actinidos (Sandoval, 2006).
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Figura 1. Tabla periddica de los elementos con clasificacion de metales. Fuente: Duffus, 2002.

En el grupo de los metales pesados podemos encontrar dos subcategorias en lo que respecta a
su relacidn con los seres vivos: esenciales y no esenciales. Los metales esenciales como cobre,
zinc, manganeso, hierro y niquel, tienen importantes roles reguladores en gran nimero de
procesos biolégicos, como en la transferencia de electrones entre proteinas o como co-factores

de numerosas enzimas (Chaffai y Koyama, 2011).

Por otro lado, encontramos los metales no esenciales, aquellos que no tienen funciones

bioldgicas conocidas, como cadmio, mercurio y plomo (Choppala et al., 2014). La presencia de
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estos elementos en determinadas cantidades en los seres vivos lleva aparejada disfunciones en
el funcionamiento de sus organismos, resultando altamente tdxicos (Garcia y Dorronsoro, 2005).
Ademas, el cardcter no biodegradable y la biodisponibilidad que presentan hacen que puedan

resultar muy peligrosos (Méndez et al., 2009).

1.2. Metales pesados en el medio natural

Los metales pesados se encuentran generalmente como componentes naturales de la corteza
terrestre; en forma de minerales, sales u otros compuestos (Abollino et al., 2002), haciendo que
algunos suelos hereden estos metales desde el material parental del cual han sido originados
(Sarwar et al., 2017). Ademads, debido a actividades geoldgicas naturales, como desgastes de
cerros y volcanes, se generan aportaciones importantes de metales pesados al suelo (Pineda,

2004).

Por otro lado, los metales pesados estan involucrados directa o indirectamente en gran parte
de las actividades humanas; especialmente en los sectores industriales, agricolas, mineros y
urbanos. Dichas actividades humanas se estan acrecentando aceleradamente, aumentando al
mismo tiempo sus residuos sélidos y liquidos, multiplicdndose la concentraciéon de iones

metalicos en los sistemas bidticos terrestres, acuaticos y aéreos (Sandoval, 2006).

La contaminacién de suelos por metales pesados ocurre cuando estos son irrigados con aguas
procedentes de desechos de minas, aguas residuales contaminadas de parques industriales y

municipales o filtraciones de vertederos (Wangy Chao, 1992).

Ademas, también pueden incorporarse a un sistema de abastecimiento de agua por medio de
residuos industriales que son vertidos sin previos tratamientos, los que posteriormente se

depositan en lagos, rios y distintos sistemas acuaticos (Garcia y Dorronsoro, 2005).

Por todo esto, la presencia de metales pesados en suelos agricolas, los cuales reciben un aporte
extra de metales pesados a través de la fertilizacion (Mortvedt y Beaton, 1995), es un tema de
preocupacién ambiental y una gran amenaza para la vida en la tierra. Hay un gran nimero de
riesgos para la salud asociados con la entrada de metales pesados en la cadena alimenticia

(Sarwar et al., 2017).

Esta contaminacion repercute en alteraciones en la calidad ambiental, que se ve gravemente

afectada por la presencia de metales pesados en la atmdsfera, el agua o el suelo. Debido a esto,
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el interés por entender los efectos toxicos de los metales pesados en el crecimiento y fisiologia

de los cultivos se ha visto incrementado en los Ultimos afios (Gonzalez y Lobo, 2013).

1.3. Comportamiento en el suelo

Una vez en el suelo, los metales pesados pueden seguir cuatro vias diferentes:

1. Quedar en el suelo disueltos en la fase acuosa (fase movil) u ocupando sitios de
intercambio inespecificos.

2. Especificamente adsorbidos sobre constituyentes inorgdnicos del suelo.

3. Asociados con la materia organica del suelo, formando parte de ella.

4. Precipitados como sélidos puros o mixtos (minerales y rocas).

Por otra parte, pueden ser absorbidos por las plantas e incorporarse a las cadenas tréficas o
pueden pasar a la atmdsfera por volatilizacion y ser movilizados a las aguas superficiales o

subterraneas (Garcia y Dorronsoro, 2005).

Este comportamiento se ve influenciado por factores determinantes en la movilizaciéon de
metales pesados, como son las caracteristicas del suelo, pH, potencial redox, composicion idnica
de la solucién del suelo, capacidad de intercambio (catiénico o anidnico), presencia de
carbonatos, materia organica y textura, entre otras. Ademas, la naturaleza de la contaminacion
y el origen de los metales, asi como las formas de deposicion y las condiciones medio
ambientales, producen cambios en las condiciones redox, variacion de temperatura, humedad
en los suelos y acidificacion de los mismos (Sahuquillo et al., 2003), condicion que resulta en una

mayor disponibilidad de los metales en el suelo (Méndez et al., 2009).

1.4. Efectos en el medio natural: contaminantes ambientales

Los metales pesados se conocen por tener un efecto negativo en el funcionamiento normal y los
parametros bioldgicos del suelo (Kandeler et al., 1996). Esto es debido a las caracteristicas
especiales que los hacen ser potentes contaminantes ambientales: estabilidad que los hace
persistentes y residuales en los ecosistemas, afinidad por grupos tiolicos (- SH -) (presentes en
la mayoria de enzimas de cualquier organismo vivo), biodisponibilidad en medio acuoso,
capacidad de bioconcentracion en organismos acuaticos (peces, crustdceos, algas, etc...) y

terrestres (plantas) (Forstner y Wittmann, 1983).
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Se acumulan de igual manera en las diferentes células del cuerpo (cerebro, higado, rifidn,
corazon, pancreas, tejido muscular, huesos, sangre, etc...) acomplejados con unos péptidos
llamados metalotioneinas, metaloproteinas ricas en cisteina y generalmente de bajo peso

molecular (entre 6000 y 10000 Da), libres en el interior celular (Jugo, 1977).

Debido a la movilidad de estos elementos en los ecosistemas acuaticos naturales (aguas
superficiales y subterraneas) y a su toxicidad para el sistema bidtico, los iones metalicos en
general, son considerados a nivel mundial como los contaminantes inorgdnicos mas importantes
en el ambiente, por su caracter recalcitrante y poder de biomagnificacién, sus concentraciones
pueden llegar a ser tdxicas, planteando graves problemas para la perennidad de los ecosistemas

y la salud del hombre (Sandoval, 2006).

Este es uno de los principales problemas ambientales a nivel nacional y mundial, debido a que
su acumulacién y biomagnificacién a través del tiempo en los sistemas bidticos y abiéticos,

afecta a toda la cadena tréfica en un ecosistema (Sandoval, 2006).

Por otra parte, y de acuerdo con trabajos previos de Kandeler et al. (1996), los resultados
sugieren que la presencia de metales pesados tiene un efecto negativo en todas las enzimas,
siendo la B-glucosidasa una de las mas sensibles (Hernandez-Allica et al., 2006). El grado de
inhibicidn de la actividad enzimatica es dependiente del tipo de suelo (Speir at al., 1992) y la

estructura de la vegetacion (Speir y Ross, 2002).

1.5. Metales pesados en plantas

Al no poseer mecanismos de transporte especificos para elementos no esenciales como el
cadmio (Lara-Viveros et al., 2015), estos metales son tomados por las plantas a través de los
tejidos corticales de las raices, debido a la similitud de estos con algunos micronutrientes
esenciales como el zinc (Navarro Pedrefio et al., 1997), y adoptan vias simpldsticas o apoplasticas

para llegar al sistema de transporte del xilema (Salt y Rauser, 1995).

Los metales pesados pueden causar estrés hidrico en las plantas, alterando los mecanismos
celulares y la expresién de genes, bien por reemplazo de los metales esenciales, o al alterar la
estructura de biomoléculas y proteinas reguladoras del estrés (Sarwar et al., 2010). Estas
alteraciones se hacen visibles causando la disminucion de la conductancia estomatica, la tasa de
transpiracion y el contenido relativo de agua en las hojas, debido a la reduccién en el nimero y

tamafio de los vasos del xilema, cloroplastos y elongacién de las células (Sarwar et al., 2014).
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En células vegetales, ademas de los efectos téxicos comentados, la exposicion reiterada a
diferentes concentraciones de iones metalicos conlleva una drdastica reduccion en el crecimiento
de las raices, tallo y hojas, ademas de un grave efecto en la divisién celular en los diferentes

tejidos vegetales (Harper, 2000).

Dadas los efectos causados por la presencia de metales pesados en determinados entornos, las
plantas han desarrollado dos estrategias para tolerar grandes cantidades del metal en cuestion;
una de las estrategias es la exclusidn, caracteristica de especies sensibles y tolerantes a los
metales (Méndez et al., 2009), donde el transporte del metal es minimo y restringido, vy la
concentracidn de este en la parte aérea permanece relativamente constante aunque haya una
gran concentracion del metal en el suelo. La sensibilidad de las especies vegetales a los metales
pesados varia considerablemente a través de reinos y familias, siendo las plantas vasculares

ligeramente mas tolerantes (Rosa et al., 1999).

La otra estrategia es la acumulacién, mds comun en especies que aparecen siempre en suelos
contaminados (Méndez et al., 2009), donde los metales son acumulados en una forma no toxica
en la parte superior de las plantas terrestres, ya sea alta o baja la concentracion de metales en
el suelo (Gonzdlez y Lobo, 2013). En este caso hablamos de especies de plantas
hiperacumuladoras, término acufiado por Brooks et al. (1977). Generalmente este tipo de
plantas tienen poca biomasa, debido a que utilizan mas energia en los mecanismos necesarios

para adaptarse a las altas concentraciones de metal en sus tejidos (Kabata-Pendias, 2000).

De acuerdo con la estrategia de acumulacidn propuesta por Baker (1981), las plantas
hiperacumuladoras pueden superar en 100 veces o mas los valores normales de metales
acumulados. Estas plantas son especies muy tolerantes a uno o mas metales pesados, y a
menudo, su distribucidn esta restringida a suelos ricos en un amplio rango de concentraciones
de metales, pues no son competitivas en zonas no contaminadas. La hiperacumulacién ha
evolucionado en mas de 400 especies de plantas repartidas en 45 familias botanicas, siendo la

familia Brassicaceae una de las que cuenta con mads géneros de este tipo (Baker et al., 2000).

Existen varias hipétesis sobre qué funcién, ademas de vivir en un suelo con menor competencia,
puede asociarse a la adaptacién de las especies a la hiperacumulacion, pero actualmente se
asocia con la proteccién de la planta contra el estrés bidtico causado por patégenos y herbivoros
(Llugany et al., 2007). Este tipo de proteccion requiere ciertas condiciones: la primera es que el
metal sea mas toxico para el patégeno o herbivoro que para la planta; la segunda, que el metal
impida la virulencia del patégeno o herbivoro, y finalmente la tercera, que el metal incremente

la resistencia de la planta frente al factor causante de estrés biético (Méndez et al., 2009).
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1.6. Remediacion de la contaminacion

Los métodos utilizados en la remediacién de la contaminacién por metales pesados en los suelos

son de dos tipos principalmente: fisico-quimicos y bioldgicos.

Dentro de los métodos fisico-quimicos encontramos técnicas como la precipitacién quimica de
los metales, las membranas liquidas o la remocién por carbdn activado. En el apartado de
métodos bioldgicos o de biorremediacién, entendido como proceso de catalisis bioldgica
espontdneo o controlado que busca remediar o eliminar la contaminacién ambiental (Glazer y
Nikaido, 1998), encontramos la fitorremediacién (Sarwar et al., 2017), la biorremediacién animal

y la biorremediacion por medio de microorganismos (Sandoval, 2006).

En el presente trabajo nos hemos centrado en el método bioldgico de la fitorremediacion,
técnica que consiste en la remocidn, transferencia, estabilizacidon o degradacidn y neutralizacion
in situ de compuestos organicos, inorganicos y radioactivos que resultan téxicos en suelo y agua
(Méndez et al., 2009). Aunque los mecanismos moleculares, bioquimicos y fisioldgicos son poco
conocidos e insuficientemente entendidos (Freitas et al., 2004), esta técnica puede ser usada
para remediar la contaminacién de un suelo debida a altas concentraciones de metales pesados
o metaloides. Esta es una técnica rentable y eficiente comparada con técnicas ingenieriles como
la excavacion, incineracién del suelo, lavado del suelo, dragado del suelo, solidificacidn, etc...
(Sarwar et al., 2017), que permite llevar a cabo actividades de restauracion con menor impacto
ambiental sobre los terrenos que otras técnicas tradicionales, mas invasivas y con efectos
secundarios adversos (Robinson et al., 1997). Actualmente estd siendo considerado como una
tecnologia prometedora, rentable econdmicamente y estéticamente agradable para la

remediacidn de sitios contaminados (Garbisu et al., 2002).

Dentro del concepto de fitorremediacion, encontramos diferentes técnicas (Figura 2), siendo la
variante mas importante la fitoextraccién. Esta técnica utiliza las plantas para eliminar metales
y otros contaminantes del suelo, sedimentos y agua. En la mayoria de los casos, la tolerancia a
los metales pesados se alcanza a través del secuestro en vacuolas por la complejacién del metal
con fitoquelatinas. La fitoextraccidon es un método prometedor aplicable a suelos con
contaminacion media o moderada, y es una alternativa a los métodos de descontaminacién ex

situ (Gonzélez y Lobo, 2013).
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Figura 2. Esquema general de la descontaminacién de iones metalicos en un proceso natural

de fitorremediacion. Fuente: Singh et al., 2003.

Las plantas escogidas para la fitoextraccion deben poseer una serie de caracteristicas como son:
alta tasa de crecimiento, gran produccion de biomasa, ser hiperacumuladora de metales
pesados, amplia distribucién, translocacidon del metal desde las raices hacia la parte aérea,
tolerar los efectos toxicos del metal pesado, ser resistente a patégenos y plagas, buena
adaptacion a las condiciones climaticas predominantes, facil cultivo y cosecha y no ser atractivas
a herbivoros, para evitar entradas en la cadena alimenticia (Tong et al., 2004; Shabani y Sayadi,

2012; Ali et al., 2013).

1.7. El caso particular del cadmio

El cadmio, metal pesado objeto de esta experimentacidn, es un metal no esencial conocido por
ser un agente mutagénico y carcinogénico tipo | (grupo B) por la Agencia Internacional para la

Investigacion del Cancer y por la Organizacion Mundial de la Salud (Hattab et al., 2014).
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Este elemento llega al medio ambiente en parte de manera natural, pero esencialmente por
fuentes antropogénicas como residuos industriales procedentes de mineria, pigmentos de
pinturas, centrales eléctricas, industria metallrgica o incineracién de residuos, ademas de ser
utilizado en algunos tratamientos agricolas como fungicida y estar presente en la industria de

fertilizantes fosfatados (Hattab et al., 2014).

El cadmio es extraido del suelo a través del sistema radicular de muchas especies de plantas y
su toxicidad se considera que es de 2 a 20 veces mayor que la de otros metales pesados (Jagodin
et al., 1995). Este se acumula en las plantas y pasa a la cadena alimenticia, siendo la presencia
en los alimentos la principal fuente de exposicidén para la mayoria de personas (Méndez et al.,
2009). Con una vida media de 10-30 afios en los humanos (Olabarrieta et al., 2001), se asocia a

enfermedades en los huesos y dafio renal (Lara-Viveros et al., 2015).

Como metal activo non-redox que es, es decir, su estado de oxidacidn no se altera en reacciones
redox, el cadmio puede sustituir a metales esenciales o co-factores en las enzimas, causando
desequilibrio del sitio activo, en el estado redox celular. Las plantas expuestas al cadmio
muestran cambios en la tasa fotosintética debido a la distorsion de la estructura cloroplastica,
dafios en la sintesis de la clorofila y reduccidn en el consumo de minerales, ademas de generar
especies reactivas del oxigeno como O, H,0,y OH (Hattab et al., 2014), las cuales pueden llegar

a ser toxicas en determinadas concentraciones.
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2. Antecedentes y objetivos

2.1. Antecedentes

El conocimiento del contenido de metales pesados en suelos y el origen de estos metales, son
objetivos prioritarios de la Unidn Europea (UE). La Comisién Europea publicé en 2002 «Hacia
una estrategia tematica para la proteccién del suelo» (CE, 2002) que establecia las bases y
directrices para el mantenimiento y la mejora de la calidad del suelo (Micé et al., 2006) ya que
los metales pesados han sido reportados por tener un efecto negativo en el funcionamiento

normal y los parametros biolégicos del suelo (Kandeler et al., 1996).

Se han llevado a cabo multiples estudios para analizar el contenido de éstos en el suelo. En el
presente estudio nos centramos en el uso de un suelo de una zona de la provincia de Alicante,
que, a pesar de ser la provincia mas pequena de la Comunidad Valenciana, es la mas importante
en el cultivo de regadio horticola, con 11.338 ha. (CAPA, 2002). La zona en cuestion se encuentra
al sur de la provincia de Alicante, la Vega Baja del Segura, caracterizada por una intensa actividad
agricola e industrial. Una densidad de poblacién alta sumado a una gran expansion urbana,
debido al turismo, producen una gran presién hacia los suelos, un fendémeno tipico dentro de

las regiones semidridas del drea mediterranea. (Coccossis, 1991).

Micd et al. (2006) reportaron elevadas concentraciones de cadmio y plomo en suelos agricolas
dedicados a cultivos horticolas en la Vega Baja del Segura, como consecuencia de emisiones
industriales, la aplicacion de agroquimicos, y el uso de aguas residuales para el riego. Muchos
lugares considerados como contaminados datan de dos o tres décadas atras, cuando la
legislacién ambiental sobre residuos sélidos y liquidos no era tan estricta como hoy en dia

(Abollino et al., 2002).

En el experimento llevado a cabo, se escogieron dos especies vegetales, cebada (Hordeum
vulgare) y alfalfa (Medicago sativa), para exponerlas ante diferentes concentraciones del

contaminante y asi poder estudiar su comportamiento.

La alfalfa, la cual tiene la capacidad reconocida de acumular metales pesados, es una importante
especie forrajera con muchas ventajas como el alto contenido en proteinas, alta tasa de
crecimiento, tolerancia a la sequia y adaptacion a una amplia gama de climas. Ademas, posee
un sistema radicular muy bien desarrollado y nédulos ricos en bacterias fijadoras de nitrégeno,
lo que mejora la fertilizacidn (Hattab et al., 2014). La alfalfa no solamente es capaz de crecer en

presencia de altas concentraciones de Cd, como mostraron Peralta-Videa et al. (2002), sino que
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es capaz de translocar hasta un 26% de este metal a la parte aérea y acumular la mayor parte
del cadmio en la raiz (Lara-Viveros et al., 2015), ya que el sistema radicular es la primera barrera

para los metales pesados en el suelo (Ernst et al., 1992; Meharg, 1994).

En el caso de la cebada, especie identificada como eficiente en el secuestro y la acumulacién de
cadmio (Ebbs y Kochian, 1998), el metal se acumula preferentemente en la raiz, y una parte es

trasladada a las partes aéreas de la planta, hecho confirmado por Gonzalez et al. (2012).

Sin embargo, ninguna de las especies ha sido testada bajo condiciones de salinidad del medio

edafico, que serd el objetivo de este estudio.

Siendo los suelos de la Vega Baja del Segura, suelos con moderada y elevada salinidad, se vio
oportuno estudiar el comportamiento de cadmio, ya que autores como Doner (1978) reportaron

el aumento de la movilidad de cadmio en suelos salinos.

El cadmio es un metal pesado, cuya toxicidad depende no solo de su concentracion total, sino
también de su movilidad y reactividad con otros componentes del ecosistema. La forma mds
utilizada a finales del siglo XX de estudiar la movilidad de un elemento en el suelo era a través
de extractantes con diferentes propiedades quimicas (Nowak, 1995; Szulczewski et al., 1997,

Rauret, 1998).

Consideramos en este trabajo los métodos englobados dentro del concepto de fitorremediacion
para el estudio de la extraccion del metal, dados los buenos resultados en estudios anteriores
(Llugany et al., 2007). En 1993 se realizaron los primeros experimentos utilizando plantas
hiperacumuladoras para extraer metales de lugares contaminados (McGrath et al., 1993 y 2006),
y desde entonces se han descubierto muchas plantas con esta capacidad, que acumulan

distintos metales (Llugany et al., 2007).

La reduccion del contenido de metales pesados hasta niveles 6ptimos permitiria la reutilizacion
del suelo tratado con un fin agricola, forestal, horticola o ludico, evitando la transferencia de
éstos a aguas subterrdneas o zonas cercanas por accién del viento o erosidon del agua. Sin
embargo, hay todavia muchas cuestiones sin resolver en relaciéon a la evolucidon de estas
caracteristicas tan inusuales que presentan estas plantas (Baker et al., 2000; Schat et al., 2000;

Macnair, 2003).

Por otro lado, las especies vegetales que aqui se usan, se escogieron dada su viabilidad como
acumuladoras, resultado de estudios anteriores. Peralta-Videa et al. (2002) destacan la

capacidad de la alfalfa para acumular el cadmio sin sufrir ningun dafio fisioldgico, ademas de
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crecer en suelos contaminados puesto que acumula metales en sus tejidos. Gonzalez et al.

(2012) confirman la acumulacién de metales en raices y partes aéreas por parte de la cebada.

2.2. Objetivos

La finalidad de este estudio es la de analizar la capacidad fitoextractora en un suelo salino, con
aporte de contaminacidn con cadmio. Para alcanzar este fin, los objetivos especificos del

presente trabajo de fin de grado son:

1. Revisar bibliograficamente y recopilar informacién sobre el tema.

2. Estudiar el efecto del riego con agua contaminada con cadmio sobre la concentracion
de macronutrientes y micronutrientes en el suelo.

3. Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de cadmio sobre las especies vegetales
elegidas (alfalfa y cebada).

4. Observar la posible influencia del suelo salino en el proceso.

5. Obtener las conclusiones del estudio.
Asi, con estos datos, poder proponer o no estas especies como iddneas para un proceso de

fitoextraccion de cadmio en suelos salinos, asi como poder ser usadas para restaurar las

capacidades naturales del suelo.
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3. Materiales y métodos

En este apartado se indica el disefio experimental utilizado, asi como los métodos empleados en

la determinacion de los diferentes pardmetros medidos tanto en los suelos como en las plantas.

3.1. Diseno experimental

En el desarrollo del presente experimento, se dispusieron macetas con 800 g de suelo salino
(Figura 3), cuyas caracteristicas comentaremos en el siguiente apartado, tamizado a 5 mm, para
evitar los elementos gruesos y la creacién de canales preferentes de lixiviacion. De las especies
empleadas, se sembraron dos individuos por tiesto de cebada (Hordeum vulgare) en la mitad de

ellos y cinco de alfalfa (Medicago sativa) en la otra mitad.

Figura 3. Recogida de muestras el dia 04/10/2016.

Se establecieron cuatro tratamientos basados en el riego: TO, T1, T2 y T3 correspondiendo con:
sin adicion de cadmio en el agua (control), con concentracién de 10, 30 y 50 mg/| de cadmio

respectivamente.

Las disoluciones del contaminante se prepararon al inicio del experimento, a partir de cloruro
de cadmio (CdCly), con la misma agua de riego control. Cada tratamiento aplicado a las dos
especies vegetales, contd con cuatro réplicas. De esta manera, el experimento dispuso un total

de 32 macetas, como se muestra en la Figura 4.
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<

Figura 4. Distribucion en el invernadero de los tratamientos.

La colocacidn de cada tiesto fue aleatoria en el interior del invernadero, para asi evitar posibles
influencias por la localizacién. Se desarrollé todo el experimento bajo condiciones controladas.
Estas se midieron en dos puntos distintos del invernadero, a 1 metro de altura sobre las plantas.

Asi se determind temperatura, humedad relativa y punto de rocio, presentados en la Tabla 1.

Tabla 1. Valores medios, mdximos y minimos de las condiciones ambientales en el invernadero.

Temperatura (°C) Humedad (%) Punto de rocio (°C)
Media 17,50 66,09 9,00
Desviacion estandar 2,11 10,46 2,78
Valor mdximo 24,27 81,49 15,77
Valor minimo 12,77 32,28 -1,67

El riego con la contaminacién comenzd diez dias después de la germinacion de las semillas de
origen certificado en turba, una vez que estas se estabilizaron en el nuevo suelo. Los riegos se
llevaron a cabo durante cinco semanas, con dos riegos por semana de 200 ml cada uno (lunesy
jueves). Durante el periodo sefalado se realizaron ademads labores de limpieza de especies

adventicias presentes en el suelo agricola, para evitar en lo posible la influencia en los

resultados.
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3.2. Materiales

El suelo utilizado en el experimento es un suelo salino con textura franco limosa de la zona norte

del término municipal de San Isidro, dentro de la zona rural conocida como “El Mejijo”. Las

caracteristicas del suelo inicial, cuyos analisis rutinarios para la caracterizacién fueron realizados

en el Departamento de Agroquimica y Medio Ambiente, se pueden observar en la Tabla 2. Estos

analisis se realizaron por cuadruplicado a la misma muestra de suelo usado posteriormente.

Tabla 2. Caracteristicas iniciales del suelo.

Datos del suelo
Arena
Limo
Arcilla
Textura
Capacidad retencion
hidrica (CRH)
pH (20°C)
Conductividad
eléctrica
(25°C) (1:5p/v) |
Materia orgdnica
oxidable (W&B)
Nitrégeno Kjeldahl |
CaCO; equivalente
Extraccion acetato
Ca
Mg
Na
K
Extraccion DTPA
Fe
Mn
Zn
Cu

%
%
%

%

uds pH
mS/cm

%

%
%

g/kg
g/kg
g/kg
g/kg

g/kg
g/kg
g/kg
g/kg

Media
17
73
10
Franco limosa
66

7,9
7,8

2,73

0,21
57,5

8,2
1,7
4,1
0,6

0,8
13,8
3,1
3,6

Desviacion Estandar
2
2
1

0,1
0,5

0,17

0,01
0,3

0,9
0,1
0,1
0,1

0,1
0,2
0,1
0,2

El suelo utilizado, a pesar de ser franco, presenta un alto contenido en limo que dificulta el

laboreo cuando estd himedo y como se aprecia, una salinidad elevada (7,8 mS/cm). También

destaca el alto contenido en calcio y sodio asimilables, al igual que de manganeso, y el bajo

contenido de hierro extraible.

14



Fitorremediacion en un suelo salino afectado por contaminaciéon con cadmio en el agua de riego — Claudia Gallego Moreno

El agua de riego base utilizada, fue la misma durante todo el experimento. Esta fue caracterizada
siguiendo los procedimientos habituales en el Departamento anteriormente mencionado. Las

caracteristicas del agua de riego, de pH ligeramente basico, las podemos observar en la Tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas agua de riego base.

Datos del agua Media Desviacion estdndar

pH (20°C) Uds pH 7,3 0,1
Conductividad mS/cm 0,806 0,006
eléctrica (25°C)

Oxigeno disuelto mg/I 7,27 0,06
Nitrato mg/I 1,21 0,01
Nitrito mg/I 0,02 0,01
Amonio mg/I nd -
Fosfato mg/I 0,11 0,02

Bicarbonato mg/I 134 21
Cloruros mg/I 109 1
Sulfatos mg/| 252 26

Na mg/| 68,2 0,3

K mg/| 3,2 0,5
Ca mg/! 25,6 0,4
Mg ‘ mg/| 19,7 0,1

El agua analizada se corresponde con el agua de abastecimiento de la red de distribucion de

agua potable de la Universidad Miguel Herndndez de Elche.

3.3. Métodos de analisis

Los parametros analizados en el suelo y la planta tras los tratamientos, asi como los métodos

utilizados, se describen a continuacion.

Contenido total de elementos

Se realizdé una mineralizacion por via humeda-microondas (Knudsen et al., 1982), se introdujo
un peso aproximado de 0,5 g de cada muestra de suelo, y se afiadié una disolucién de perdxido

de hidrégeno y acido nitrico concentrado de calidad analisis, a un vaso de teflon de alta presion.
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Los vasos se introducen en el horno microondas, y pasan por un total de 5 etapas, con las

caracteristicas indicadas en la Tabla 4.

Tabla 4. Etapas mineralizacion en microondas.

Etapa Tiempo (s) Potencia (w)
1 | 60 250
2 | 60 0
3 | 300 250
4 | 300 400
5 | 300 600

Una vez las muestras estan mineralizadas y en frio, se enrasa a 25 ml en un matraz aforado, y se
filtra (Figura 5) para su analisis por espectrofotometria de absorcidon atémica, gracias a la cual
podremos conocer la concentracién en la muestra de micronutrientes (hierro, cobre, magnesio
y zinc), macronutrientes (potasio, sodio, magnesio y calcio) y del metal pesado de estudio

(cadmio).

Figura 5. Preparacion para el filtrado de las muestras tras el proceso de mineralizacion.

Micronutrientes asimilables

Se obtuvieron los micronutrientes asimilables mediante el método de extracciéon con acido
dietilentriaminpentacético (DTPA) de Lindsay y Norwell (1978), basado en una suspension de

suelo y disolucion extractora 1:2 en relacidn peso:volumen, mantenida en agitacion durante 2
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horas, y posterior filtrado. Gracias a la extraccion con DTPA, y al andlisis de las muestras por
espectrofotometria de absorcion atdmica, podemos conocer la concentracion de
micronutrientes (hierro, cobre, magnesio y zinc) y de cadmio que se considera que pueden estar

facilmente disponibles en el suelo para ser absorbidos por la planta.

Macronutrientes asimilables

Para llevar a cabo esta determinacion, se empled el método de extraccion con acetato amonico
1N (Briz, 2008). Se prepard una suspension 1:10 en peso/volumen con la disolucion de acetato
de amonio 1N a pH 7 (Figura 6). Se llevé a agitacidon durante media hora, para posteriormente
filtrar y analizar las muestras por espectrofotometria de absorcién atémica para asi conocer la
concentracion de macronutrientes (potasio, sodio, magnesio y calcio) asimilables, fraccion

correspondiente también con la de estos elementos intercambiables.

Figura 6. Pesada de las muestras de suelo en la balanza de precision.

3.3.2. Planta

Contenido total de elementos

Una vez terminadas las 5 semanas de riego con contaminacion, se recogieron las partes aéreas
de las plantas y se etiquetaron por tratamientos. Se secaron durante 3-4 dias en la estufa de aire

forzado a 60°C. Una vez finalizado el secado, se molieron. Se llevd a cabo el tratamiento de
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mineralizacién por via hUmeda en microondas, como se ha descrito en el anterior apartado de
métodos de andlisis en suelos. Dado que las plantas de algunos tratamientos produjeron escaso
material vegetal seco (aproximadamente entre 0,3 y 0,6 g), los analisis de la planta se realizaron
en muestra compuesta, es decir, las muestras se formaron por la suma del material vegetal de

las cuatro muestras de cada tratamiento, para poder realizar réplicas analiticas.

Factor de bioconcentracion

Para la estimacidon de la concentracion de metales en la planta se utiliza el factor de
bioconcentracion (FBC). Este es un parametro importante que indica la ratio de concentracion
del metal en la planta con respecto al suelo, que depende de diferentes factores como la
temperatura, la textura, el pH o la disponibilidad de nutrientes (Banerjee y Grupta, 2017). Puesto
gue, de manera general, las plantas adquieren trazas de metales naturalmente disponibles a

través del suelo y los almacenan en sus tejidos, como hemos comentado anteriormente.

Para el andlisis de los datos obtenidos se realizo la estadistica descriptiva de los datos, media y
desviacidon estandar. Ademas, para comprobar si los tratamientos presentaban diferencias
significativas, se realizd también el analisis de varianza (ANOVA) de una via (Andrés y del Castillo,

2004).
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4. Resultados y discusion

En el presente apartado se van a exponer los resultados obtenidos a partir de los analisis
realizados a las muestras de suelo y planta, tras su exposicidon al riego con contaminacién

inducida por cadmio.

Durante el periodo que duré el experimento, las plantas sufrieron cambios notables debidos a
los distintos tratamientos de riego con contaminacidn. En el caso de la alfalfa, aunque con un
alto potencial de produccidon de biomasa y es resistente a la contaminacién con cadmio,
experimentd un crecimiento muy lento, en comparacién con la cebada, optamos por sembrar
cinco individuos por tiesto considerando que después valorariamos la concentracién en funcidn
de la masa total y no del numero de individuos. Durante las cinco semanas de riego con
contaminacién, no llegaron a alcanzar los 20 cm de altura en la parte aérea. Ademas, se aprecid

visualmente el efecto del metal contaminante, especialmente en el tratamiento de mayor

concentracion.

Figura 7. Cebada y alfalfa en el invernadero la cuarta semana de riego con contaminacion.

En el caso de la cebada el crecimiento fue mas rapido que en el caso de la alfalfa (Figura 7),
siendo una planta de mayor porte y con mas vigor en sus estadios iniciales, es por ello que
optamos por sembrar solamente dos individuos por tiesto. Durante el periodo de riego con
contaminacién, se fueron haciendo evidentes las alteraciones que el cadmio generd en las
plantas, como la pérdida de turgencia, el marchitamiento o el amarilleo de las hojas, al igual que

sucedia con la alfalfa.

En ambas especies, fue muy evidente el menor crecimiento observado en los niveles mas altos
de cadmio, debido al efecto negativo que causa en ellas. Esta es una de las razones que limitaron
la disponibilidad de material vegetal para realizar posteriormente los andlisis, por lo que como

se ha indicado en materiales y métodos, se optd por una muestra compuesta de material vegetal
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procedente de los tiestos de cada tratamiento para poder realizar repeticiones analiticas, frente

al deseo inicial de analizar por separado el material vegetal.
4.1. Suelos

El contenido total de los elementos analizados (macronutrientes como potasio, sodio, calcio y
magnesio, y micronutrientes como hierro, manganeso, cobre y zinc, y el cadmio), lo obtuvimos
a partir de la mineralizacién de las muestras en el laboratorio, y su posterior cuantificacidon por
espectrofotometria atdmica de absorcion y de emision (esta ultima solamente en el caso de
potasio y sodio). En las anotaciones que apareceran en los resultados del suelo y la planta,
recordamos que en aquellos que aparece la letra “C”, se refieren al cultivo de cebada, mientras

gue en los que aparece la letra “A”, la planta fitoextractora es la alfalfa.

Macronutrientes: potasio, sodio, calcio y magnesio

En la Figura 8, observamos las concentraciones de los macronutrientes totales del suelo en el

que se cultivé cebada, al final de la experimentacidn.

1000,00

100,00
N I I I I I I I
TOC T1C T2C T3C

BMK mNa mCa mMg

Concentracion (g/kg m.s.)

Figura 8. Concentraciones (g/kg materia seca) de macronutrientes totales en suelo sembrado
con cebada tras las cinco semanas de riego con contaminante.

Se observa como el calcio es el macronutriente analizado presente en mayor concentracién total

en el suelo, seguido del magnesio.

Este hecho es similar en el suelo sembrado con alfalfa (Figura 9). Se puede explicar debido a la

gran concentracién de carbonatos en el suelo, siendo los predominantes los de calcio y magnesio
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por el material parental original de los suelos. En este caso, inicialmente los suelos eran
Fluvisoles formados a partir de los materiales aluviales que configuraron la Vega Baja del Segura,
pero tras decenas de afios bajo cultivo, la salinidad y la fertilizacién han transformado estos

suelos antropizandolos, generando Antrosoles (1USS Grupo de Trabajo WRB, 2007).

La figura 8 y 9 se dispusieron con una escala logaritmica de base 10, ya que los datos cubren una

amplia gama de valores, y de esta manera, se permite su mejor visualizacién.

)
=
o
o
o
o
o

’

100,00
10,00 I I I I
1,00
TOA T1A T2A T3A

K mNa mCa mMg

Concentracion (g/kg m.s.

Figura 9. Concentraciones (g/kg materia seca) de macronutrientes totales en suelo sembrado
con alfalfa tras las cinco semanas de riego con contaminante.

En la Tabla 5 se muestran los valores medios (med) y la desviacién estandar (d.s.) de cada
macronutriente por tratamiento una vez finalizado el riego con contaminante, en ella podemos
observar mas detalladamente el comportamiento de los elementos ante los tratamientos con

cadmio.

La concentracién total en suelo de potasio y magnesio en ambos casos, sufren muy poca
variacion a causa de la contaminacién debida al agua de riego. Por otro lado, el sodio
experimenta un leve aumento de concentracién conforme aumenta el contenido en cadmio,

comportamiento similar al del calcio en el caso de la alfalfa.

En ningln caso, estos valores muestran diferencias estadisticamente significativas entre si, lo
que era esperable dada la gran concentracion de estos elementos existente en el suelo y la poca
influencia que se podria esperar debida a la adicion de cadmio. En cualquiera de los casos, la
adicion de agua de riego, el lavado, podria haber afectado, aunque este hecho es mas probable

gue suceda en el caso de los nutrientes asimilables (intercambiables).
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Tabla 5. Composicion elemental total en el suelo de K, Na, Ca y Mg (g/kg m.s.).

K Na Ca Mg
Tratamiento | med d.s. med d.s. med d.s. med d.s.
T0C 3,54 0,19 2,99 0,78 147,31 25,78 12,78 1,65
T1cC 3,96 0,34 3,72 0,39 115,42 23,37 13,02 0,63
T2C 4,31 0,64 3,59 0,61 99,84 7,65 12,80 1,12
T3C 4,19 0,55 4,01 0,44 112,73 26,54 13,36 2,16

ANOVA ns ns ns ns
TOA 4,28 0,88 3,87 0,83 128,07 23,01 14,74 3,27
T1A 3,90 0,26 3,88 0,28 138,89 11,43 14,23 1,28
T2A 4,20 1,06 4,19 0,59 143,27 4,43 14,45 0,23
T3A 4,58 0,59 4,49 0,28 139,26 18,66 14,34 1,40

ANOVA ns ns ns ns

ns, ¥, ¥* y *** se corresponden respectivamente con: sin diferencia significativa, diferencia para a=0,05, a=0,01 y a=0,001.

Micronutrientes (cobre, hierro manganeso y zinc) y cadmio

En el caso de los micronutrientes, observamos que la concentracion mas elevada de todos ellos

es la de hierro tanto en cebada (Figura 10) como en alfalfa (Figura 11), seguido del manganeso.

— 100000
]
€ 10000
vy
&
£ 1000
=
S 100
Q
e
; 1°|||||||II
[0}
(8]
g 1 - .
TOC T1C T2C T3C

ECu MFe "mMn EZn ECd

Figura 10. Concentraciones (mg/kg materia seca) de micronutrientes totales en suelo
sembrado con cebada tras las cinco semanas de riego con contaminante.
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Figura 11. Concentraciones (mg/kg materia seca) de micronutrientes totales en suelo
sembrado con alfalfa tras las cinco semanas de riego con cadmio, también representado.

En la Tabla 6, podemos ver cuantificado el valor y las variaciones de los micronutrientes totales
en el suelo. Siendo las diferencias muy pequefias, observamos variaciones en la concentracién
total de todos los elementos. Destaca por encima de todos ellos el contenido en hierro total,
muy asociado probablemente a la mineralogia de estos suelos, donde también suele ser

frecuente encontrar carbonatos de hierro (siderita), y 6xidos e hidroxidos de este metal.

Tabla 6. Composicion elemental total en el suelo de Cu, Fe, Mn, Zn y Cd (mg/kg m.s.).

Cu Fe Mn Zn Cd
Tratamiento | med ds. med ds. med ds. med ds. med d.s.
T0C 25,48 1,14 9934,00 754,84 179,80 2,59 54,72 2,99 n.d. n.d.
TicC 25,34 0,71 10742,67 271,14 180,10 4,55 59,90 7,02 1,20 0,33
T2C 27,32 1,69 11338,65 701,12 185,33 2,03 57,66 3,49 4,65 2,14
T3C 27,53 1,43 11010,17 543,28 186,74 3,03 59,43 3,13 1236 1,94
ANOVA ns * * ns Hokk
TOA 28,76 1,71 10769,15 1844,74 190,04 1,87 58,64 2,72 n.d.
T1A 28,03 1,03 10824,25 804,91 187,92 3,69 56,86 2,81 1,17 0,14
T2A 27,69 2,49 11256,21 1605,67 188,79 1,67 56,45 6,13 7,39 1,46
T3A 28,45 1,94 11582,08 566,68 188,93 2,65 57,34 4,87 11,35 1,62
ANOVA ns ns ns ns Hokk

ns, *, ** y *** se corresponden respectivamente con: sin diferencia significativa, diferencia para a=0,05, a=0,01 y a=0,001.

Como hemos comentado anteriormente, la prueba del andlisis de varianza nos sirve para ver las
diferencias entre tratamientos para un mismo elemento. En este caso, encontramos escasas

diferencias no significativas para el caso del cobre, hierro, manganeso y zinc.

Sin embargo, los tratamientos con riego contaminante han influido en el caso del cadmio en los

suelos de ambos cultivos. Para ambos, encontramos diferencias significativas entre
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tratamientos, y el nivel basal de cadmio (tratamiento TO) queda por debajo del limite de
deteccion del espectrofotémetro de absorcién atdmica empleado ([Cd]<0,1 mg/l, patrén mas

bajo empleado de 0,1 mg/l).

4.1.2. Macronutrientes asimilables

Los macronutrientes asimilables, los obtuvimos mediante extraccidon con acetato amdnico 1INy
posterior andlisis mediante espectrofotometria de absorcién atédmica, siendo equivalentes los
valores obtenidos a la concentracidon de los elementos biodisponibles o asimilables por las

plantas.

En el caso de los suelos de cultivo con cebada, se observa que hay mucho calcio asimilable en el
suelo (Figura 12). Este hecho es esperable dada la naturaleza caliza de los suelos. Lo mismo
sucede en el caso de los suelos donde se cultivé alfalfa (Figura 13). Tras el calcio, el magnesio no
ocupa el segundo lugar en importancia porque en ambos casos es el sodio el elemento que se
encuentra en mayores concentraciones. Esta biodisponibilidad de sodio estd estrechamente
asociada a la naturaleza salina de los suelos que, entre otras razones, debe haber sido
influenciada por la salinidad de las aguas de riego empleadas a lo largo del tiempo, caracteristica
qgue han adquirido muchos suelos de esta zona. Esta es una de las razones por las que se cultiva
en la parcela origen del suelo, el granado (Punica granatum), considerado una especie tolerante

a la salinidad.

TOC T1C T2C T3C

O = N W B~ U1 O

Concentracion (g/kg m.s.)

BK mNa mCa mMg

Figura 12. Concentraciones (g/kg materia seca) de macronutrientes asimilables en suelo tras
las cinco semanas de riego con contaminante.

24



Fitorremediacion en un suelo salino afectado por contaminaciéon con cadmio en el agua de riego — Claudia Gallego Moreno

6000
5000
4000
3000
2000

1000 I
. 1 I [

TOA T1A T2A T3A

Concentracion (g/kg m.s.)

Ca K mMg ENa

Figura 13. Concentraciones (g/kg materia seca) de macronutrientes asimilables en suelo tras
las cinco semanas de riego con contaminante.

En la Tabla 7, podemos observar los datos numéricos que corroboran la alta disponibilidad de
calcio, manteniéndose practicamente estable independientemente de los tratamientos, al igual
que los demds elementos. Practicamente no existen diferencias significativas entre los
tratamientos como se aprecia en la tabla, aunque en el caso del suelo cultivado con alfalfa,
muestra una ligera significancia probablemente debido al tratamiento T1A, que pudo tener una

mayor fitoextraccién o lavado de sales.

Tabla 7. Composicion elemental total en el suelo de K, Na, Ca y Mg (g/kg m.s.).

K Na Ca Mg
Tratamiento | med d.s. med d.s. med d.s. med d.s.
T0C 0,44 0,02 1,39 0,58 4,89 0,36 0,82 0,16
Tic 0,44 0,04 1,60 0,19 4,99 0,12 0,83 0,07
T2C 0,45 0,02 1,14 0,32 4,58 0,41 0,75 0,07
T73C 0,48 0,04 1,51 0,27 4,86 0,29 0,86 0,07

ANOVA ns ns ns ns
TOA 0,50 0,07 1,14 0,33 4,57 0,36 0,74 0,09
T1A 0,47 0,00 0,94 0,18 4,55 0,08 0,69 0,05
T2A 0,44 0,04 1,05 0,08 4,58 0,42 0,71 0,03
T3A 0,45 0,02 1,43 0,19 4,85 0,26 0,80 0,04

ANOVA ns * ns ns

ns, *, ** y *** se corresponden respectivamente con: sin diferencia significativa, diferencia para a=0,05, a=0,01 y a=0,001.

Si comparamos estos datos con la caracterizacidn inicial del suelo (Tabla 2), podemos apreciar
como los elementos asimilables (extraccidon con acetato amdnico) han disminuido su contenido
en el suelo. En el caso del potasio aproximadamente 1/3, algo mas de 2/3 en el caso del sodio,

la mitad en el caso del calcio y del magnesio. Este hecho, como se ha resefado con anterioridad
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para comentar el sodio, puede deberse a los lavados que los intensos riegos (200 ml, dos veces
por semana) han producido en el suelo ya que se permitia la lixiviacion libre para evitar

encharcamientos.

4.1.3. Micronutrientes asimilables

Los micronutrientes asimilables fueron extraidos mediante DTPA, como se ha indicado en la
metodologia, y posteriormente fueron analizados mediante espectrofotometria de absorcién

atomica.

10
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I

Figura 14. Concentraciones (mg/kg materia seca) de micronutrientes asimilables en suelo tras
las cinco semanas de riego con contaminante.
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Figura 15. Concentraciones (mg/kg materia seca) de micronutrientes asimilables en suelo tras
las cinco semanas de riego con contaminante.

Como era de esperar, lo mas destacable en la Figura 14 es la gran concentracidon de cadmio

biodisponible para las plantas en el tratamiento mas alto (T3), tanto para la cebada como para
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la alfalfa (Figura 15). También es resefiable la elevada concentracidn de cobre asimilable frente

al resto de micronutrientes estudiados.

Como podemos observar en la Tabla 8, la concentracion de cobre asimilable es relativamente
alta comparado con los otros elementos, lo que puede ser debido a los tratamientos
fitosanitarios, que suelen emplear como fungicidas, productos en los que en su formulacién
aparecen compuestos de cobre (por ejemplo, el oxicloruro de cobre). Los micronutrientes hierro
y manganeso experimentan un descenso en su biodisponibilidad conforme se incrementa el

tratamiento con cadmio, haciendo visibles los efectos del contaminante.

En el caso los suelos con el cultivo de alfalfa, la concentracidn de cobre disponible es algo menor
gue para la cebada, la cual experimenta un leve descenso conforme aumenta la concentracién
disponible de cadmio, efecto similar al sufrido por el hierro. En el caso del manganeso se hace
visible un leve aumento de la concentracion para posteriormente descender hasta el valor mas

bajo en el T3. Sin embargo, el zinc sufre un leve aumento en su concentracion.

A pesar de estas observaciones, no parece haber significancia estadistica en los contenidos de
micronutrientes asimilables analizados. Solamente en el caso del cadmio se aprecia significancia

estadistica sobre la base del test ANOVA y a la vista de la desviacion estandar de las medias.

Tabla 8. Composicion elemental total en el suelo de Cu, Fe, Mn, Zn y Cd (mg/kg m.s.).

Cu Fe Mn Zn cd
Tratamiento | med d.s. med d.s. med d.s. med d.s. med d.s.
T0C 4,11 0,44 1,37 0,32 2,80 1,15 2,53 0,36 n.d. n.d.
Tic 3,73 0,27 1,11 0,15 2,00 0,40 2,53 0,16 0,82 0,07
T2C 4,30 0,58 1,58 0,38 1,58 0,21 2,26 0,25 2,35 1,00
T73C 3,86 0,30 0,99 0,06 1,60 0,25 2,38 0,12 8,05 1,21

ANOVA ns ns ns ns Hokk
TOA 3,86 0,30 1,21 0,16 1,82 0,23 2,15 0,22 n.d. n.d.
T1A 4,02 0,29 1,43 0,25 2,18 0,41 2,12 0,08 0,64 0,12
T2A 3,84 0,48 1,30 0,28 2,02 0,19 2,26 0,15 3,46 0,60
T3A 3,61 0,30 1,07 0,05 1,62 0,22 2,42 0,17 8,50 1,11

ANOVA ns ns ns ns Hokk

ns, *, ** y *** se corresponden respectivamente con: sin diferencia significativa, diferencia para a=0,05, a=0,01 y a=0,001.

Si comparamos estos valores, con los del suelo iniciales que aparecen en la Tabla 2 del apartado
de materiales y métodos, podemos apreciar como el riego ha favorecido en alguna medida la
disponibilidad de cobre y de hierro, y reducido en parte la de los otros dos micronutrientes

analizados, manganeso y zinc.
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4.2. Planta

4.2.1. Composicion elemental

Los valores de concentracion de los nutrientes analizados en la planta y el cadmio, se han
obtenido a partir de la mineralizacién de la muestra por via himeda, en horno microondas. Para
tener datos orientativos de cuales son los valores normales de concentracion en estas especies,
recurrimos a los establecidos para la parte aérea de la cebada (Tabla 9) y la alfalfa (Tabla 10) en
la conocida obra de Jones et al. (1991): “Plant analysis handbook”. En ellos no se incluye al sodio,
ya que no estd considerado como elemento esencial para estas plantas, aunque en el presente
estudio si se ha tenido en cuenta, debido a su especial relevancia al desarrollarse la
experimentacion sobre un suelo salino (una de las premisas diferenciales de este estudio que se

suma al efecto debido al cadmio).

Tabla 9. Valores normales de nutrientes en planta de cebada. Fuente: Jones et al., 1991.

Concentracion Concentracion
(9/kg m.s.) LR DA s S B(riofc mgst)
K 15a30 Cu 5a25
Ca 3al2 Fe 50a150
Mg 1,5a5 Mn 25a100
Zn 15a70

Tabla 10. Valores normales de nutrientes en planta de alfalfa. Fuente: Jones et al., 1991.

Concentracion Concentracion
(g/kg m.s.) (mg/kg m.s.)
K 20a35 Cu 7a30
Ca 18a30 Fe 30a 250
Mg 3a10 Mn 31a100
Zn 21a70

Macronutrientes

Como muestra la Figura 16, el macronutriente en mayor concentracion en la planta es el calcio,
elemento clave en la estructura vegetal. Presenta una concentracién mayor que los demas
elementos, destacando especialmente en el tratamiento T3, cuya concentracién en la parte

aérea de la alfalfa (Figura 17), es mas del doble que la del resto de elementos.

El potasio se mantiene en concentraciones muy similares en todos los tratamientos en el caso

de la alfalfa, para disminuir de manera pronunciada en el ultimo de ellos tratamiento. Las
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funciones que tiene este nutriente esencial, entre otras, estan asociadas al transporte de fluidos
y el crecimiento vegetal, por lo que una disminucidn en su contenido es sintomatica de una

menor produccion de biomasa.
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Figura 16. Concentraciones (g/kg materia seca) de macronutrientes totales en la planta de
cebada tras las cinco semanas de riego con contaminante.
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Figura 17. Concentraciones (g/kg materia seca) de macronutrientes totales en la planta de
alfalfa tras las cinco semanas de riego con contaminante.

En la Tabla 11, observamos los valores medidos de medias y desviaciones estandar para los
diferentes elementos. En el caso de la composicion elemental de la cebada, los valores de
potasio y magnesio pueden considerarse normales atendiendo a la Tabla 9, mientras que las
mayores diferencias se observan en el caso del calcio. Este elemento se absorbe por la planta
como cation divalente, al igual que el cadmio, cuyo radio idnico es similar (Navarro-Pedrefio et
al., 1997). Difiere en ambos el mecanismo de absorcidon que en el caso del calcio puede ser activo
y pasivo, mientras que en el cadmio predomina la absorcién pasiva con el flujo de agua a través
de las raices (Guardiola y Garcia, 1990; Azcén-Bieto y Taldn, 1993). Puede existir una interaccidn

entre ambos elementos, de manera que, a niveles bajos de contaminacién, se estimule la
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absorcién de calcio, al igual que a niveles altos. En cualquier caso, no podemos afirmar este

hecho de manera consistente a la luz de los datos disponibles.

En el caso de la alfalfa, especie que presenta cierta tolerancia al cadmio (Peralta-Videa et al.,
2002), es el potasio el que sufre un descenso muy pronunciado, y el calcio y magnesio unos
niveles muy elevados en el tratamiento T3A, muy por encima de los rangos que se consideran
normales. En este caso, tanto la reduccidn del crecimiento como los efectos entre cationes
divalentes podrian ser el origen de estas disfuncionalidades. En cualquier caso, se hace necesario

profundizar en la investigacién para tener resultados fiables.

Tabla 11. Contenido total de K, Na, Ca y Mg en planta (g/kg m.s.).

K Na Ca Mg
Tratamiento med d.s. med d.s. med d.s. med d.s.
T0C 30,92 0,09 15,93 0,04 19,89 0,75 3,67 0,03
TicC 33,51 0,18 31,02 0,41 40,39 1,72 9,05 0,05
T2C 22,07 0,18 16,37 0,03 20,51 4,87 3,90 0,02
T3C 34,48 0,12 36,50 0,15 52,51 4,69 4,29 0,01
TOA 15,80 0,07 15,50 0,01 26,20 0,21 9,11 0,01
T1A 16,74 0,05 26,34 0,11 19,88 0,56 7,14 0,03
T2A 16,45 0,06 21,75 0,23 25,29 1,52 10,71 0,13
T3A 5,64 0,00 16,64 0,01 95,65 3,70 36,83 0,56

Micronutrientes

En el caso de los micronutrientes, el que presenta mayores concentraciones en las plantas
analizadas es el hierro, el cual produce dos comportamientos opuestos. Por un lado,
experimenta un acusado descenso conforme aumenta el contenido de cadmio en la cebada
(Figura 18), mientras que, en el caso de la alfalfa, presenta variaciones y un desmesurado
incremento en el tratamiento mds contaminante (Figura 19). En esta ultima figura, los datos en
el eje de ordenadas se representan de forma logaritmica para facilitar la visualizacién de las

concentraciones de todos los elementos representados.
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Figura 18. Concentraciones (mg/kg materia seca) de micronutrientes totales en la planta de

cebada tras las cinco semanas de riego con contaminante.
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Figura 19. Concentraciones (mg/kg materia seca) de micronutrientes totales en la planta de
alfalfa tras las cinco semanas de riego con contaminante.

Como hemos comentado con ayuda de las figuras anteriores, hay un aumento considerable de
hierro en la parte aérea de la alfalfa, cuyos datos numéricos estan representados en la Tabla 12.
Esto hecho es inicialmente complejo de explicar, ya que se trata de una alteracién nutricional
severa en las plantas del nivel mds alto de contaminacién. Podria pensarse en un posible
mecanismo de defensa de la planta, acumulando hierro, dada su importancia como elemento

estructural de la clorofila (Barcel6 et al., 2005).

En general, los rangos de concentracion en la mayoria de los tratamientos se encuentran dentro

de los intervalos de normalidad establecidos por Jones et al. (1991).
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Tabla 12. Contenido total de Cu, Fe, Mn, Zn y Cd en planta (mg/kg m.s.).

Cu Fe Mn Zn cd
Tratamiento med d.s. med d.s. med d.s. med d.s. med d.s.
TO0C 7,67 0,02 19726 1,36 42,46 0,07 27,94 0,11 n.d. n.d.
TicC 8,01 0,05 125,25 1,86 4504 0,30 29,08 0,26 3,58 0,15
T2C 8,16 0,12 70,65 0,69 5440 0,24 2994 0,08 5,35 0,04
T3C 7,70 0,03 91,42 1,11 32,73 0,19 27,76 0,02 34,46 0,20
TOA 10,13 0,13 34791 393 2568 042 2095 0,03 n.d. n.d.
T1A 832 000 604,25 3,46 3682 0,07 2258 0,01 27,18 0,19
T2A 11,90 0,12 296,26 3,23 2853 0,32 26,12 0,07 49,23 0,58
T3A 22,79 0,23 1656,25 2,58 77,74 052 35,17 0,17 156,18 0,93

Conviene destacar los efectos de acumulacién de cadmio por parte de la cebada y la alfalfa. Es
muy relevante que la concentracion de cadmio en las plantas de alfalfa alcance valores casi cinco
veces superiores a los que acumula la cebada en su parte aérea. Esta situacién, podria indicar
que la alfalfa es mas eficiente como planta fitoextractora de cadmio en la parta aérea que la
cebada, al menos por lo que a concentracidn se refiere. En estas circunstancias, seria deseable
poder realizar nuevos experimentos que pudieran poner de manifiesto la relacidn no solo con la
concentracioén, sino con el contenido total extraido en funcién de la produccién de biomasa de
las plantas ensayadas. A este respecto, la alfalfa es capaz de aguantar varios ciclos de

produccién, siega y rebrote, por lo que podria tener ventajas sobre la cebada.

4.2.2. Factor de bioconcentracion (FBC)

En consonancia con lo comentado en el apartado anterior, se calcula el factor de
bioconcentracion (FBC). Este nos indica la ratio del elemento en la planta con respecto al
elemento en el suelo. Establecemos dos calculos, el primero de ellos considerando la
composicion elemental del suelo (Tabla 13), y en segundo lugar el que tiene un sentido
nutricional mas directo, el que relaciona los elementos biodisponibles en el suelo con la

composicion de las plantas (Tabla 14).

El factor de bioconcentracién nos da informacidn muy relevante sobre la posibilidad de
absorcién activa por parte de la planta de determinados nutrientes. Asi, por ejemplo, podemos
apreciar como la concentracion de potasio en la planta es ocho veces mayor en la parte aérea
de la cebada que la del suelo, y aproximadamente tres o cuatro veces mayor en el caso de la

alfalfa. En el caso del sodio, su presencia como elemento muy movil favorece la entrada del
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mismo en las plantas. Resefiar que en general el resto de elementos se encuentran en menor

concentracién en la planta que con relacion al contenido total en el suelo, exceptuando el caso

del cadmio y alguna disfuncionalidad que puede deberse precisamente a la influencia de este

metal (reduccién del FBC de potasio en alfalfa o incremento excesivo para el magnesio).

Tabla 13. Factores de bioconcentracion por elementos en planta respecto al total en suelo.

T0C
Tic
T2C
T3C
TOA
T1A
T2A
T3A

Macronutrientes
K Na
8,74 5,33
8,46 8,35
5,13 4,56
8,23 9,10
3,69 4,01
4,29 6,79
3,68 5,74
1,23 3,70

Ca
0,13
0,35
0,21
0,47
0,20
0,14
0,17
0,69

Mg
0,29
0,70
0,30
0,32
0,62
0,50
0,75
2,57

Micronutrientes
Cu Fe Mn
0,30 0,02 0,24
0,32 0,01 0,25
0,30 0,01 0,29
0,28 0,01 0,18
0,35 0,03 0,14
0,30 0,06 0,20
0,43 0,03 0,15
0,80 0,14 0,41

Zn
0,51
0,49
0,52
0,47
0,36
0,40
0,46
0,61

cd

0,00
2,99
1,15
2,79
0,00
23,16
6,66
13,76

Tabla 14. Factores de bioconcentracion por elementos en planta respecto a la concentracion
asimilable en suelo.

T0C
Tic
T2C
T3C
TOA
T1A
T2A
T3A

Macronutrientes
K Na
70,56 11,48
75,40 26,73
49,17 14,42
71,74 24,24
31,78 13,65
35,59 27,95
37,48 20,74
12,61 11,66

4,07
8,09
4,48
10,81
5,74
4,37
5,53
19,73

Micronutrientes
Cu  Fe
1,87 143,93
2,15 113,22
1,90 44,62
1,99 92,00
2,62 286,77
2,07 421,37
3,10 228,01
6,32 1555,2

Mn
15,14
22,57
34,36
20,45
14,13
16,86
14,16
47,95

Zn
11,06
11,52
13,23
11,65

9,73
10,67
11,56
14,52

cd

0,00
4,38
2,28
4,28
0,00
42,47
14,22
18,38

Cuando nos referimos a los elementos asimilables, por lo general, las concentraciones en la

planta son muy superiores a las de la concentracion de elementos extraidos con DTPA en el

suelo. Los valores del FBC en el caso del calcio, por ejemplo, son menores debido a su alta

presencia en el suelo, aunque aumenta su concentracion en el Ultimo tratamiento.

Destacar en el caso de los micronutrientes, el hierro. Este elemento es el que cuenta con mayor

FBC dadas sus elevadas concentraciones en la planta, destacando especialmente en el
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tratamiento T3A. Su funcién esencial en la fotosintesis y por tanto en la produccion de energia

y compuestos fotosintéticos para el desarrollo vegetal, queda patente en este FBC.

Nuevamente destaca que los tratamientos con cadmio incrementan el contenido en la parte
aérea de la planta, es decir, la parte que permite la fitoextraccion del contaminante. En este
caso, sigue siendo la alfalfa la especie que cuenta con mayor bioconcentracién de cadmio,

destacando su facilidad para acumularlo a niveles bajos de contaminacién (T1).
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5. Conclusiones

De acuerdo a los objetivos expuestos inicialmente, se han obtenido las siguientes conclusiones:

Las diferentes concentraciones de cadmio en el agua de riego no afectaron de manera
significativa a la composicion elemental del suelo. En el caso de los macronutrientes, calcio y
sodio son los mds abundantes. Considerando los micronutrientes, hierro y manganeso son los

mas abundantes en el suelo.

Considerando la concentracién de los elementos asimilables, sodio y calcio vuelven a ser los mds
relevantes, dada la mineralogia del suelo, y el cobre como micronutriente es el que encontramos

con mayor biodisponibilidad en el suelo.

Resaltar el comportamiento del cadmio, el cual aumenta su concentracidn asimilable y total en
suelo a medida que aumenta el contenido en el tratamiento del agua de riego, haciéndolo mas

biodisponible para plantas y acumulandose en el suelo.

La observacién del crecimiento de las plantas bajo diferentes concentraciones de cadmio se
realizd de manera cualitativa durante el periodo del experimento. Los tratamientos mas altos
con cadmio tuvieron un efecto negativo sobre las dos especies vegetales, las cuales
disminuyeron su produccién de biomasa y afrontaron problemas fisioldgicos, prueba del
caracter toxico del contaminante elegido. Aun asi, las especies parece ser que desarrollaron
diferentes mecanismos para acumular cadmio en los tejidos vegetales de la parte aérea de la

planta.

En el caso de los nutrientes en la planta, los efectos mas significativos se apreciaron en la
concentracién de calcio y de hierro. Los resultados parecen indicar que el calcio tiene una
relacidn directa con el cadmio, puesto que, en general, aumenta a medida que lo hace el
contaminante. En el caso de la cebada, la concentracién de hierro en la parte aérea de la planta
disminuye conforme hay mas concentracidén de cadmio, comportamiento diferente en el caso
de la alfalfa, donde el hierro aumenta en el tratamiento mas alto. Probablemente se vea

involucrado en algin mecanismo de defensa ante las alteraciones nutricionales sufridas.

Con respecto a la influencia de la salinidad en el proceso, observamos que el alto contenido en
sales del suelo no parece favorecer el crecimiento de las plantas (comparando el desarrollo con

el periodo de germinacion en turba), asi como tampoco su capacidad para acumular cadmio.
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Una vez concluido el estudio y analizados sus resultados, parece adecuado proponer a la alfalfa
como especie con capacidad de fitoextraccidn, dada su eficiencia de acumulacién del metal

estudiado en la parte aérea de la planta.

Como proyeccion futura se considera oportuna la realizaciéon de mas estudios exhaustivos, sobre
la relacién de algunos nutrientes como el calcio o el hierro con el cadmio, asi como los
mecanismos de defensa que llevan a cabo las diferentes especies vegetales para tolerar altas

concentraciones del metal en cuestion.
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